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Summary 
The bacterial enzyme asparaginase is an important antineoplastic drug 
used for the treatment of a variety of lymphoproliferative disorders and 
lymphomas, in particular acute lymphoblastic leukemia.  
Its capacity to modulate the plasmatic coagulation is a known clinical 
complication. As a side effect the asparaginase might pathologically 
activate or inactivate the intrinsic coagulation.  
The aim of the present research work is to analyze the action of different 
asparaginase drugs on the plasmatic thrombin generation in 118 individual 
normal plasma samples using the new ultra specific, ultra-sensitive and 
precise thrombin generation test recalcified coagulation activity assay 
(RECA). 
Three different asparaginases were utilized for the laboratory analytical 
experiments; two native Escherichia coli (E. coli) asparaginases and an 
E. coli asparaginase coupled to polyethylene glycol (PEG-asparaginase). 
The two native E. coli asparaginases only differed in their time of 
production (the first lot produced would be referred to as the old lot, 
whereas the second lot produced would be called the new lot).  
The RECA diagnosed the coagulation modulating (especially the  
prothrombotic) power of the present asparaginases. Therefore, the 
approximate (approx.) 200 % stimulatory concentration (SC200) or the 
approx. 50 % inhibitory concentration (IC50) was determined. The SC200 
is the plasmatic asparaginase concentration that results in 200 % of the 
original thrombin generation. The IC50 is the asparaginase concentration 
that results in only 50 % of the original thrombin generation. 
The supplemented plasmas became procoagulant or anticoagulant, or 
stayed resistant to hemostasis modulation by asparaginase. The old lot 
asparaginase was procoagulant in every plasma sample with  
approx. SC200-values of 5.8 ± 5.4 unit per milliliter (U/ml) (mean value ± 
1 standard deviation) [MV ± 1 SD].  
By contrast, only 51 % of the plasma samples that were supplemented 
with the new lot asparaginase became procoagulant, 24.5 % of the 
supplemented plasmas had a combination of SC200 and IC50 (depending 
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on coagulation reaction time), 21 % had just an IC50 (MV = 6 U/ml) and 
3,5 % of the plasmas were resistant towards modulation of coagulation.  
This means that the new lot has less thrombotic potential compared to the 
old one. In contrast the analyzed IC50-values point out that it could have 
an anticoagulant effect on the plasmatic blood coagulation of the individual 
patient, which could lead to bleeding complications.  
The PEG-asparaginase has been described as a modified molecule of 
asparaginase with less side effects than unmodified native asparaginase. 
The comparative plasma samples supplemented with both asparaginase 
preparations demonstrated no difference between the native E. coli 
asparaginase and the PEG-asparaginase with regard to the blood 
coagulation. The approx. SC200-values of both asparaginases correlated 
with a correlation coefficient greater than 0.9 . This high correlation and 
the similar mean values indicated, that respective plasmatic thrombin 
generation the rather expensive modified PEG-asparaginase behaved 
similar as the native asparaginase.  
Thus the hemostatic system of every patient responds individually  
to certain asparaginase preparations. Using the RECA, the patient’s 
individual coagulation triggering response to asparaginase can be 
previewed and the drug dosage could be adjusted: it is suggested to 
diagnose the patient´s individual coagulation response to bacterial 
asparaginase prior to and during the administration of the drug. Patients 
with an increased risk for asparaginase-induced thrombosis should be 
treated with prophylactic to therapeutic concentrations of low molecular 
weight heparin (LMWH). 
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1.  Einleitung 
1.1 Asparaginase 
Asparaginase (Asnase) ist ein Enzym, das unter Ammoniak-Freisetzung 
die Hydrolyse von Asparagin oder Glutamin zu Aspartat oder Glutamat 
katalysiert (Piatkowska-Jakubas et al., 2008). In der Medizin wird es aus 
Bakterien gewonnen und als Zytostatikum therapeutisch eingesetzt (Müller 
& Boos, 1998).  
Asnase ist ein sehr effektives antineoplastisches Agens gegen viele 
lymphoproliferative Erkrankungen und Lymphome. Es wird u.a. bei der 
Behandlung der akuten lymphatischen Leukämie (ALL), der häufigsten 
Krebserkrankung von Kindern, eingesetzt (Narta et al., 2007).  
Das Enzym wird für gewöhnlich als Teil einer Kombinationschemo-
therapie mit anderen Medikamenten zur Induktion einer Remission bei 
ALL-Patienten verabreicht. Die wichtigsten Zytostatika zur Remissions- 
induktion sind Vincristin, Kortikosteroide, Anthrazykline und Asnase 
(Ortega et al., 1977; Ertel et al., 1979). Dabei ist die Reihenfolge der 
verwendeten Medikamente in den Behandlungsplänen von großer 
Bedeutung. Asnase vor Methotrexatgabe wirkt antagonistisch, während 
Asnase nach Methotrexatgabe synergistisch wirkt (Capizzi, 1974; Avramis 
& Panosyan, 2005). 
Das Enzym hat sich seit mehr als 30 Jahren in der Therapie pädiatrischer 
lymphoproliferativer Erkrankungen etabliert und wird als fester Bestandteil 
in vielen aktuellen Behandlungsprotokollen eingesetzt (Jones et al., 1977; 
Ortega et al., 1977; Clavell et al., 1986; Amylon et al., 1999; Hann et al., 
2000). Daneben findet es ebenfalls Bedeutung in der Therapie der ALL bei 
Erwachsenen (Larson et al., 1995; Gokbuget & Hoelzer, 2002). 
Als Zytostatikum hat sich die Asnase sowohl während der Induktion als 
auch bei den darauffolgenden Phasen einer Chemotherapie als äußerst 
effektiv erwiesen (Clavell et al., 1986; Amylon et al., 1999; Silverman et 
al., 2001; Duval et al., 2002). 
Der Hauptnachteil der Asparaginase sind auftretende sogenannte 
Hypersensitivitätsreaktionen, welche 3 - 78 % der Patienten mit der 
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unmodifizierten Form des Enzyms entwickeln (Killander et al., 1976;  
Clavell et al., 1986; Müller et al., 2001). Zudem sind die häufigen intra- 
muskulären Injektionen von Nachteil (Nesbit et al., 1979; Narta et al., 
2007).  
Mit Einführung der Polyethylenglykol (PEG)-modifizierten Form des 
Enzyms, PEG-Asparaginase als Alternative, wurde versucht dem entge- 
genzusteuern (Ashihara et al., 1978; Müller et al., 2000; Vieira Pinheiro et 
al., 2001; Schellekens, 2002; Harris & Chess, 2003; Rizzari et al., 2006). 
1.1.1 Geschichte der Asparaginase 
Die Asparaginase wurde als potenzielles Zytostatikum vor ungefähr  
45 Jahren entdeckt (Oettgen et al., 1967).  
Clementi fand eine sehr hohe Asparaginaseaktivität im Blut-Plasma von 
Meerschweinchen, wohingegen andere Säugetiere wie auch der Mensch 
nicht diese Aktivität im Blut-Plasma aufwiesen (Clementi, 1922). Im Jahre 
1953 entdeckte Kidd, dass Meerschweinchensera, im Gegensatz zu 
Pferde- und Hasensera, das Wachstum von Lymphsarkomen in Mäusen 
und Ratten unterdrückte (Kidd, 1953a; Kidd, 1953b).  
1961 verglich Broome Kidds Ergebnisse mit denen von Clementi. Ihm 
gelang der erfolgreiche Nachweis, dass die antineoplastische Wirkung des 
Meerschweinchenserums der in ihm vorhandenen Asparaginase 
zuzuschreiben ist. Zusätzliche Untersuchungen bestätigten dies (Broome, 
1963a; Broome, 1963b).  
Im weiteren Verlauf wurde das Enzym auch aus Escherichia coli (E. coli) 
und anderen Bakterien isoliert, wobei sich die E. coli Asparaginase am 
wirksamsten gegen ALL und Lymphome herausstellte (Mashburn & 
Wriston, 1964; Campbell & Mashburn, 1969). 
Beim Einsatz der Asnase als potenzielles Zytostatikum war es nicht so, 
dass man zuerst erkannte, dass Tumorzellen einen niedrigen Asparagin-
Synthethasespiegel besitzen und die in der wissenschaftlichen Forschung 
tätigen Ärzte deswegen die Asparaginase in die Tumortherapie einführen 
sollten. Man entdeckte zuerst eine erfolgreiche Behandlungsmethode und 
arbeitete sich dann zurück, um darzulegen, warum sie Erfolg zeigte (Narta 
et al., 2007). 
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1.1.2 Gewinnung der Asparaginase 
Die ersten Studien, die die Effektivität des Enzyms bewiesen, wurden mit 
aus Meerschweinchenserum gewonnener Asparaginase durchgeführt 
(Yellin & Wriston, 1966a; Yellin & Wriston, 1966b). Allerdings ist die 
Gewinnung von ausreichend großen Mengen des Enzyms aus 
Meerschweinchenserum problematisch. Asparaginase kommt natürlicher- 
weise nicht beim Menschen vor. Obwohl sie sich in zahlreichen Pflanzen, 
Pilzen und Tieren wiederfindet (Grover, 1927; Altenbern & Housewright, 
1954), erweist sich die schwere Extraktionsprozedur als ein Problem 
(Narta et al., 2007). 
Im Jahre 1964 berichteten Mashburn und Wriston über eine gelungene 
Extraktion von Asparaginase aus E. coli, die über eine ähnliche Wirkung, 
wie die aus dem Meerschweinchenserum gewonnene, verfügte (Mashburn  
& Wriston, 1964). Campbell et al. erzielten auf der Suche nach zusätz- 
lichen Gewinnungsmöglichkeiten der Asnase vergleichbare Ergebnisse 
und identifizierten zwei unterschiedliche Formen, die unter dem Namen 
Typ 1 und Typ 2 bekannt wurden (Campbell et al., 1967).  
Typ 1 Asparaginase wird grundlegend im Zytoplasma produziert. Sie ist 
charakterisiert durch eine enzymatische Aktivität gegenüber Asparagin 
und Glutamin. Typ 2 wird unter anaeroben Bedingungen im periplasma- 
tischen Raum der Bakterienmembran produziert. Das Enzym hat eine sehr 
hohe spezifische Aktivität gegen Asparagin (ASN), aufgrund dieser es sich 
auch in der Therapie maligner Neoplasien als Chemotherapeutikum 
durchgesetzt hat (Campbell & Mashburn, 1969; Verma et al., 2007).  
Mikroorganismen haben sich als sehr effiziente und kostengünstige Quelle 
dieses Enzyms erwiesen. Die Einfachheit, mit der sie kultiviert werden 
können, hat die Massenproduktion des Enzyms deutlich erleichtert. Eine 
große Reihe von Mikroben einschließlich Bakterien, Pilzen, Hefen, 
Aktinomyzeten und Algen sind sehr effiziente Produzenten des Enzyms  
(Grover & Chibnall, 1927; Gorr & Wagner, 1932; Manning, 1957; Broome, 
1965). Trotzdem haben sich die Asparaginasen, die von den beiden 
Bakterienstämmen E. coli und Erwinia carotovora (später als Erwinia 
chrysanthemi bezeichnet) isoliert wurden, etabliert, da sie die geringste 
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Toxizität unter der großen Auswahl an ähnlichen Enzymen mit bekannter 
antineoplastischen Wirkung aufweisen (Asselin et al., 1993b; Duval et al., 
2002). 
Die aus beiden Quellen gewonnenen Enzyme haben einen identischen 
Wirkungsmechanismus und größtenteils die gleichen Nebenwirkungen. 
Sie unterscheiden sich jedoch in der Pharmakodynamik (Eden et al., 
1990; Duval et al., 2002).  
Patienten, die auf die eine Asparaginasepräparation allergisch reagieren, 
können auf die andere umgestellt werden (Evans et al., 1982; Aghaiypour, 
et al., 2001; Papageorgiou et al., 2008). 
1.1.3 Gebrauch der Asparaginase im klinischen Alltag 
Heutzutage sind drei verschiedene Asparaginasen im klinischen 
Gebrauch. Zwei unmodifizierte (native) Formen und eine modifizierte 
Form. 
In Deutschland sind derzeit drei verschiedene Asparaginasepräparate im 
Einsatz.  
1) Asparaginase medac ® : Die native Asparaginase aus E. coli  
2) Erwinase ® : Die native Asparaginase aus Erwinia chrysanthemi  
3) Oncaspar ® : Die native E. coli  Asparaginase, kovalent verknüpft 
mit Monomethoxy-Polyethylenglykol (PEG). 
In den USA sind zwei Formen des Präparats erhältlich. Elspar ® aus  
E. coli und dessen pegylierte Form Oncaspar ®. Im Gegensatz zu 
Deutschland wurde im Juli 2006 in den USA die PEG-Asparaginase für die 
Erstlinienbehandlung von Kindern mit akuter lymphatischer Leukämie 
zugelassen. Durch die Pegylierung und die damit verbundene verlängerte 
Halbwertszeit (HWZ) kann Oncaspar ® in geringerer Dosis als Elspar ® 
verabreicht werden und verursacht scheinbar weniger allergische 
Reaktionen (Dinndorf et al., 2007, Van den Berg, 2011). 
1.1.3.1 Native, unmodifizierte Asparaginasen 
Die nativen unmodifizierten Asparaginasen, die dem klinischen Gebrauch 
zur Verfügung stehen, stammen von zwei unterschiedlichen Bakterien- 
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stämmen, hauptsächlich werden sie aber aus E. coli extrahiert (Narta et 
al., 2007). 
Asparaginase medac ® wird aus dem Bakterienstamm Escherichia coli 
gewonnen, wohingegen die Erwinia Asparaginase Erwinase ® von dem 
Bakterium Erwinia chrysanthemi stammt. Sie besitzt im Vergleich zur erst- 
genannten den Vorteil, weniger allergische Reaktionen hervorzurufen 
(Eden et al., 1990; Avramis et al., 2002; Duval et al., 2002; Moghrabi et 
al., 2007). Daneben scheint sie weniger ausgeprägte Folgen auf die 
Gerinnungsproteine zu haben (Risseeuw-Appel et al., 1994; Carlsson et 
al., 1995; Nowak-Göttl et al., 1997), was andere Studien aber nicht 
belegen (Castaman & Rodeghiero, 1993; Albertsen et al., 2001).  
Das Enzym besitzt im Vergleich zur E. coli Asparaginase den Nachteil, 
dass es nicht so aktiv und manchmal schwierig zu erhalten ist (Duval et 
al., 2002).  
Bei einem für Erwinase und E. coli Asparaginase identischen Dosierungs- 
schema von 10.000 unit pro Quadratmeter (U/m2) intravenös konnte eine 
vollständige Asparaginasedepletion in über 90 % der E. coli Asparaginase 
Proben und nur in 26 % der Erwinase Proben nachgewiesen werden 
(Pinheiro & Boos, 2004). 
Die Ergebnisse des Dana-Farber Cancer Institute ALL Konsortium 
Protokolls 95-01 für Kinder mit ALL bestätigen, dass Erwinia Asnase bei 
einmal wöchentlicher Gabe während der Konsolidierung signifikant 
weniger toxisch, aber auch weniger effektiv als E. coli Asnase ist 
(Goldberg et al., 2003; Moghrabi et al., 2007). 
1.1.3.2 Native, modifizierte Asparaginasen, Polyethylenglykol-
Asparaginase  
Da die Therapie der Asparaginase durch eine hohe Immunogenität, 
angefangen von leichten allergischen Reaktionen bis hin zum 
anaphylaktischen Schock und einer sehr kurzen Halbwertszeit (HWZ) 
begrenzt wurde (Uren, 1977), sind in den 70er Jahren zahlreiche 
Versuche unternommen worden, die Asparaginase chemisch mit 
unterschiedlichen Methoden zu modifizieren, um ein besseres Behand- 
lungsergebnis zu erzielen (Distasio et al., 1976).  
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Erwünschte Eigenschaften der Asparaginase beinhalten eine hohe 
Asparaginspezifität, eine niedrige Glutaminspezifität, eine lange HWZ und 
eine niedrige immunogene Wirkung (Avramis & Tiwari, 2006). 
Verschiedene Arbeitsgruppen unternahmen den Versuch, eine Form von 
Asparaginase zu identifizieren, die weniger Immunogenität erzeugt, aber 
gleichzeitig ihre antineoplastische Wirkung beibehält (Abuchowski et al., 
1979; Uren & Ragin, 1979). 
Zahlreiche entwickelte Asnasen mit guten katalytischen Eigenschaften 
wurden klinischen Studien unterzogen, konnten sich aber aufgrund ihrer 
therapeutischen Insuffizienz nicht durchsetzen (Narta et al., 2007). 
Ab den 70er Jahren wurde die PEG-Asnase entwickelt und anschließend 
klinischen Studien unterworfen, um ihre Effektivität zu beweisen  
(Muss et al., 1990; Aguayo et al., 1999; Silverman et al., 2001).  
Bei Testung des neuen Medikaments im Rahmen der Therapie 
rezidivierender ALL bei Kindern (Ettinger et al., 1995; Müller et al., 2000; 
Jarrar et al., 2006), in deren Induktionstherapie (Avramis et al., 2002) und 
in der von Erwachsenen (Holowiecki et al., 2003; Rosen et al., 2003; 
Douer, et al., 2007) wurden positive Ergebnisse erzielt. PEG-Asnase 
wirkte sowohl in Tierversuchen (Abuchowski et al., 1979) als auch bei 
Menschen (Jürgens et al., 1988) antineoplastisch. In Kombination mit 
Methotrexat wurden hohe Raten an Remissionsinduktionen und ein 
verlängertes leukämiefreies Überleben gesichert (Capizzi, 1975). Des 
Weiteren wurde eine reduzierte Immunogenität in vivo durch Studien 
bestätigt (Mac Ewen et al., 1987; Ettinger et al., 1995). 
Die PEG-Asnase wird durch kovalente Verknüpfung von Monomethoxy- 
Polyethylenglykol an native E. coli Asnase hergestellt. Polyethylenglykole 
sind nicht toxische wasserlösliche Polymere, die den hydrodynamischen 
Radius des Medikaments vergrößern, die Proteolyse und renale 
Ausscheidung verringern und das Präparat vor Erkennung des 
Immunsystems schützen. Durch die Pegylierung des nativen Enzyms 
werden dessen immunogene Epitope blockiert, was die allergischen 
Reaktionen reduziert, während die Enzymaktivität erhalten und die 
antineoplastische Wirkung nicht modifiziert/verändert wird (Ho et al., 1986; 
Keating et al., 1993; Ettinger et al., 1995; Fu & Sakamoto, 2007).  
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Die PEG-Asnase besitzt im Vergleich zur nativen E. coli Asparaginase 
ähnliche biochemische Eigenschaften. Sie verfügt jedoch über eine deut- 
lich längere HWZ als das native Enzym, wodurch es seltener und in 
niedrigeren Dosen eingesetzt werden muss (Graham, 2003; Pinheiro & 
Boos 2004, Rytting, 2010).  
Studien konnten zeigen, dass eine Einzeldosis von 1000 - 2500 U/m2 in 
den meisten Patienten zu einer kompletten Asparagin-Depletion für ca. 
drei bis vier Wochen führt (Douer et al., 1997; Avramis et al., 2002). Unter 
der Annahme, dass mit sorgfältigem Drugmonitoring geringere Dosen 
erfolgreich appliziert werden könnten, wiesen Vieira Pinheiro et al. nach, 
dass mit einer Dosis von 500 U/m2 eine Serum-Asparaginaseaktivität 
> 100 unit pro Liter (U/l) für mindestens eine Woche aufrechterhalten 
werden kann (Vieira Pinheiro et al., 2001). 
1.1.3.3 Weitere Modifizierungen der Asparaginase 
Neben der Pegylierung der Asparaginase wurden weitere zahlreiche 
chemische Modifikationen des Enzyms vorgenommen, die aber gewisse 
Nachteile mit sich brachten und sich somit nicht durchgesetzt haben. 
Neben Verknüpfungen mit Dextran (Davis et al., 1991), Poly-Alanyl 
Peptiden (Uren & Ragin, 1979) und humanem Plasmaalbumin (Nerkar & 
Gangadharan, 1989) wurde versucht, die Asparaginase zu alkylieren 
(Martins et al., 1990), sie mit Erythrozyten zu verbinden (Naqi et al, 1988; 
De Loach et al., 1990) oder in Liposomen (Jorge et al., 1994) einzu- 
kapseln. Auch die Elimination von immundominanten Epitopen brachte 
keine erfolgreichen Ergebnisse (Moola et al., 1994).  
Im Folgenden findet sich die quaternäre Struktur der E. coli Asparaginase 
mit ihren vier Untereinheiten wieder, die jeweils durch unterschiedliche 
Farben gekennzeichnet sind (Abb.1).   
Einleitung                                            Thrombin-Generierung durch Asparaginase 
8 
1.1.4 Struktur der Asparaginase 
 
 
Abbildung 1: Quaternäre Struktur der E. coli Asparaginase nach  
 Michalska & Jaskolski, 2006 
 
E. coli Asparaginase ist ein Homotetramer aus 326 Aminosäuren. Alle 
Asparaginasen bestehen aus vier identischen Untereinheiten (siehe  
Abbildung 1 und Abbildung 2) mit einem Molekulargewicht von jeweils ca.  
30 Kilodalton (kDa), wobei jede ein aktives Zentrum besitzt (Whelan & 
Wriston, 1969; Swain et al., 1993).  
Abbildung 2 auf der nächsten Seite zeigt eine weitere Darstellung der 
Asparaginase bestehend aus vier identischen Untereinheiten. Die vier 
aktiven Zentren binden Asparagin durch ein dortiges Threonin (Goodsell, 
2005). 
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rot: Asparagin, grün: Threonin, lila/blau: Untereinheit 
Abbildung 2: Molekulare Struktur der Asparaginase nach Goodsell, 2005 
 
Tabelle 1 auf der nächsten Seite fasst vergleichend die wesentlichen 
chemischen Eigenschaften der E. coli-, Erwinia- und PEG-Asparaginase 
zusammen. 
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E. coli 
Asparaginase 
(nativ) 
PEG-
Asparaginase 
(modifiziert) 
Erwinia 
Asparaginase 
(nativ) 
Aktivität 
(IU/mg Protein) 
 
280 - 400 
 
280 - 400 
 
650 - 700 
Km (µM) 
Asparaginase 
 
12 
 
12 
 
12 
Km (µM) 
Glutaminase 
 
3000 
 
3000 
 
1400 
Molekulargewicht 
(Daltons) 
 
141000 
 
135000 
 
138000 
Isoelektrischer 
Punkt 
 
5,0 
 
5,0 
 
8,7 
IU/mg: international unit pro Milligramm, Km: Michaelis-Menten Konstante, 
µM: Mikromolar 
Tabelle 1: Vergleich von modifizierter und nativer Asparaginase nach  
Narta et al., 2007 
Native E. coli Asnasen besitzen ein Molekulargewicht von 133 - 141 kDa, 
Erwinia Asnasen liegen bei 138 kDa und PEG-Asnasen bei 145 kDa 
(Jackon & Handschumacher, 1970; Maita & Matsuda, 1980). Die meisten 
Asparaginasen verfügen zusätzlich über eine Glutaminaseaktivität, die  
3 - 9 % der gesamten Asparaginaseaktivität ausmacht (Miller et al., 1969).  
Asparagin und Glutamin werden in demselben aktiven Zentrum des 
Enzyms metabolisiert, indem Stickstoffatome sowohl in Amiden als auch in 
Estern relativ unspezifisch angegriffen werden (Nakamura et al., 1971). 
Hohe Konzentrationen an Asparaginsäure oder Ammoniak inhibieren nicht 
die hydrolytische Aktivität. Beide Enzyme weisen eine sehr hohe Aktivität 
und Stabilität auf (Aghaiypour et al., 2001). 
Obwohl der Km-Wert für Glutamin ca. 250 mal höher als der von Asparagin 
liegt, kann eine hohe Asparaginase-Aktivität neben der Asparagin-
Depletion zusätzlich zu einer Glutamin-Depletion führen. Die Asparagin-
Depletion erfolgt binnen Minuten und ist wesentlich schneller als die 
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Glutamin-Depletion (Miller et al., 1969; Cooney & Handschumacher, 1970; 
Wriston, 1985). Die Hydrolyse von Glutamin erfolgt nicht durch Kontami- 
nierung der Asnase, sondern durch die Asnase selbst (Ramya et al., 
2012).  
Die im Meerschweinchenplasma enthaltene Asparaginase hat praktisch 
keine Glutaminaseaktivität. Wegen der äußerst schwierigen Isolierung  
des Enzyms aus dem Meerschweinchenplasma konnten aber nie 
ausreichende Mengen für klinische Studien zur Verfügung gestellt werden 
(Campbell & Mashburn, 1969). 
1.1.5  Pharmakodynamik 
1.1.5.1 Wirkmechanismus 
Der Wirkungsmechanismus aller Asparaginasepräparationen ist derselbe. 
Asparaginase hydrolysiert extrazelluläres Asparagin zu Asparaginsäure, 
unter der Abspaltung von Ammoniak (NH3), wodurch die Aminosäure 
Asparagin im Blutplasma verschwindet und das Zellgift Ammoniak (NH3; 
im Plasmamilieu als NH4
+) ansteigt (Cooney & Handschumacher, 1970). 
Eine vergleichbare hydrolytische Katalyse findet sich bei Serinproteasen, 
allerdings greift dort nicht Threonin, sondern Serin an (Röhm & Van Etten, 
1986). Abb. 3 auf der nächsten Seite zeigt schematisch die Wirkungs- 
weise der Asnase.  
Tumorzellen, besonders lymphatische Zellen, benötigen eine große 
Menge an Asparagin, um ihr schnelles malignes Wachstum aufrechtzu- 
erhalten. Als Ressourcen werden dazu u.a. die im Blutserum vorhandenen 
Mengen an Asparagin verwendet. Durch die Asparaginase wird diese aber 
limitiert und somit das Tumorwachstum gehemmt.  
Kapitel 1.1.5.2 beschreibt die genaue therapeutische Wirkung der 
Asparaginase als Zytostatikum im Hinblick auf die Tumortherapie. 
  
Einleitung                                            Thrombin-Generierung durch Asparaginase 
12 
 
Abbildung 3: Wirkungsweise der Asparaginase modifiziert nach  
Narta et al., 2007 
1.1.5.2 Therapeutische Wirkung 
Die antineoplastische Wirkung der Asnase wird durch eine drastische 
Senkung des Asparagin-Spiegels im Plasma vermittelt. Asparagin gilt 
insbesondere für Blasten der ALL und Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) als 
essentielle Aminosäure, während normale Körperzellen diese Aminosäure 
selbst synthetisieren können. Deshalb werden sie auch durch den raschen 
Entzug von Asparagin nicht geschädigt, da sie mit dem Enzym Asparagin-
Synthetase Asparagin synthetisieren können (Haley et al., 1961; Miller et 
al., 1969; Ohnuma et al., 1970). 
Leukämische Lymphoblasten und bestimmte andere Tumorzellen ver- 
fügen über eine sehr niedrige Konzentration an Asparagin-Synthetase, 
teilweise fehlt sie ihnen auch. Daher sind die Zellen auf eine extrazelluläre 
Asparaginzufuhr für ihre Proteinsynthese angewiesen. Sie benötigen 
große Mengen an Asparagin, um ihr schnelles malignes Wachstum 
aufrechtzuerhalten (Prager & Bachynsky, 1968; Kiriyama et al., 1989). Der 
Abbau der Aminosäure Asparagin durch die Asparaginase resultiert in 
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einer Inhibition der Desoxyribonukleinsäure-/Ribonukleinsäuresynthese 
und führt somit anschließend zur Apoptose der Zelle (Piatkowska-Jakubas 
et al., 2008). 
Abb. 4 veranschaulicht den therapeutischen Wirkmechanismus der 
Asparaginase. 
 
NH3: Ammoniak, ATP: Adenosintriphosphat, AMP: Adenosinmonophosphat,                        
PPi: Diphosphat 
Abbildung 4: Therapeutischer Wirkmechanismus der Asparaginase modifiziert 
nach Müller & Boos, 1998 
1.1.5.3 Asparaginasedosierungen für eine optimale therapeutische 
Wirkung 
Ziel der Asparaginasetherapie ist eine komplette Depletion des 
Asparagins. Es konnte gezeigt werden, dass eine Dosisapplikation von 
5000 U/m2 Asparaginase medac ® an jedem dritten Tag über den 
gewünschten Zeitraum eine komplette Asparagindepletion in der Mehrzahl 
der Patienten mit de novo ALL sicherstellt. Eine andauernde 
Asparaginasedepletion kann durch Asparaginaseaktivitäten von > 100 U/l 
im Plasma erreicht werden (Pinheiro & Boos, 2004). 
Eine Verlängerung der Dauer der Asparaginaseaktivität wird durch 
wiederholte Gabe von Asnase erreicht. Eine Asparaginaseaktivität  
< 0,4 international unit pro Milliliter (IU/ml) führte zu einer insuffizienten 
Desaminierung, währenddessen Konzentrationen von mindestens  
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0,4 - 0,7 IU/ml für eine optimale Asparagin- und Glutamin-Spaltung 
benötigt wurden (Avramis & Panosyan, 2005). 
Es ist zu beachten, dass die zur effektiven Asparaginasedepletion 
benötigte Asparaginasekonzentration eine hohe Variabilität zwischen den 
einzelnen Patienten aufweist. Ebenso variieren die Asparaginase- 
präparate in ihren Eigenschaften und benötigen im Falle eines 
Austausches eine Anpassung von Dosis und Therapieplan (Avramis & 
Panosyan, 2005). 
1.1.6 Pharmakokinetik 
Asparaginase ist als Protein praktisch oral nicht resorbierbar. Die 
Pharmakokinetik von jedem Medikament hängt stark von der 
Applikationsart ab, je nachdem ob es intramuskulär (i.m.), intravenös (i.v.) 
oder subkutan (s.c.) verabreicht wird (Schwartz, 1970; Eden et al., 1990; 
Gaynon et al., 2000; Schrappe et al., 2000). Bei i.m. Injektion werden etwa 
halb so hohe Plasmakonzentrationen wie nach i.v. Gabe erzielt (Schwartz, 
1970). 
Aufgrund des hohen Molekulargewichts diffundiert Asnase nur schwer aus 
den Kapillaren, so dass ca. 80 % der aktiven Substanz im intravaskulären 
Raum bleiben. In der Regel kann das Enzym nicht die Blut-Hirn-Schranke 
passieren (Ohnuma et al., 1970). Asnase konnte in größeren Mengen in 
der Pleuraflüssigkeit und bei Aszites festgestellt werden, aber nicht im 
Liquor (Park et al., 1981; Riccardi et al., 1981).  
Verschiedene Arbeiten zeigen einen Asparaginschwund im Liquor bei 
anhaltender Asparaginasetherapie, möglicherweise aufgrund von Diffusion 
von Liquor-Asparagin ins Plasma. Es wird berichtet, dass auch die 
meningeale Leukämie erfolgreich mit Asparaginase behandelt wurde 
(Riccardi et al., 1981; Dibenedetto et al., 1995). 
Asnasen bei Patienten, die im Verlauf der nativen Asnasetherapie 
Hypersensitivitätsreaktionen entwickelten, weisen eine deutlich verkürzte 
Halbwertszeit auf (Haskell et al., 1969; Capizzi et al., 1971; Leventhal & 
Henderson, 1971). Tabelle 2 gibt eine Übersicht der drei verschiedenen 
Asparaginasepräparationen mit ihren Halbwertszeiten.  
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Asparaginasepräparation Halbwertszeit (Tage ± 1 SD) 
E. coli Asparaginase 1,28 ± 0,35 
Erwinia Asparaginase 0,65 ± 0,13 
PEG- Asparaginase 5,73 ± 3,24 
SD: Standardabweichung 
Tabelle 2: Halbwertszeiten unterschiedlicher Asparaginasepräparationen nach 
Narta et al., 2007 
Asselin untersuchte die Halbwertszeiten von den drei verschiedenen 
Asparaginase-Präparationen bei Patienten mit ALL: Asparaginase aus 
E. coli, Asparaginase aus Erwinia chrysanthemi (Erwinia-Asnase) und 
PEG-Asparaginase (Oncaspar ®). Die zuerst genannten Asparaginasen 
wurden in einer Dosierung von 25.000 U/m2 intramuskulär eingesetzt. 
Letztere mit einer Dosis von 2500 U/m2. Im Gegensatz zur nativen Asnase 
war die Aktivität von Oncaspar ® (> 0,01 IU/ml) über den gesamten 
Beobachtungszeitraum von 26 Tagen messbar. Spitzenwerte der Enzym- 
aktivität wurden zwischen 72 und 96 Stunden nach Applikation bestimmt 
(Asselin, 1999). 
Zahlreiche Studien belegen, dass die Pharmakokinetik immer eine 
individuelle hohe Patientenvariabilität besitzt (Asselin et al., 1993a; Müller 
et al., 2001), wodurch es sich üblicherweise im Voraus als sehr schwierig 
erweist, Aussagen über die zu erreichende Enzymaktivität während der 
Behandlung zu machen (Pinheiro & Boos, 2004). 
Zu berücksichtigen ist, dass die Asnase-Therapie mit erhöhten Blut-
Ammoniakwerten durch die Umwandlung von Asparagin in Asparagin- 
säure verbunden ist. Asparaginase wird im retikuloendothelialen System 
zu Peptiden und Aminosäuren abgebaut (Hall, 1970; Ohnuma et al., 1970; 
Brueck et al., 1989).  
1.1.7 Therapeutische Bedeutung der Asparaginase 
Bei der Untersuchung der Wirksamkeit des Enzyms gegenüber 
Krebspatienten stellte sich heraus, dass nur ein Tumor kontinuierlich auf 
die Asnase ansprach, nämlich die ALL. Andere Tumoren sprachen recht 
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unkontinuierlich an, darunter die akute myeloische Leukämie (AML) 
(Clarkson et al., 1970; Pratt et al., 1970; Ortega et al., 1977), NHL (Desai 
et al., 1997) und chronische Leukämien (Narta et al., 2007).  
Die meisten anfälligen Tumoren waren lymphoiden Ursprungs, während 
die meisten soliden Tumoren resistent gegenüber dem Enzym reagierten 
(Clarkson et al., 1970; Tallal et al., 1970; Crowther, 1971). 
Oettgen et al. waren die ersten, die die Wirksamkeit der Asnase in der 
Therapie der Leukämie bei Menschen bewiesen. Das Enzym kam 
erstmalig 1967 bei akuter lymphatischer Leukämie zum klinischen Einsatz 
(Oettgen, et al., 1967). Asparaginase kann sowohl in der Mono- als auch 
im Rahmen einer Polychemotherapie eingesetzt werden. Oncaspar ® ist 
in Deutschland bei Patienten mit bekannter Überempfindlichkeit auf 
„native“ Asnase angezeigt (medac GmbH, 2007). 
Asparaginase ist zu einem essentiellen Bestandteil in fast allen 
pädiatrischen ALL-Behandlungsprotokollen geworden (Iwamoto et al., 
2007). Studien aus den ersten Jahren des klinischen Einsatzes bestätigen 
den hohen Stellenwert der Asparaginase als antineoplastisches Mittel, 
sowohl was das krankheitsfreie Intervall als auch das Gesamtüberleben 
betrifft (Desai et al., 1997). Es ist belegt worden, dass sich das leukämie- 
freie Überleben (event free survival) bei ALL Patienten durch die Therapie 
deutlich verbessert (Desai et al., 1989; Müller & Boos, 1998), auch bei 
Hochrisiko-Patienten der T-Zell-Linie (Amylon et al., 1999). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich der Gebrauch der Asnase 
in den letzten Jahren in der Behandlung der Leukämie und anderen 
lymphoproliferativen Erkrankungen stark ausgeweitet hat (Ohnuma, et al., 
1970; Jones et al., 1977). Das Zytostatikum ist als Bestandteil der  
antineoplastischen Kombinationstherapie der ALL im Kindes- und 
Erwachsenenalter, sowie bei Non Hodgkin-Lymphomen im Kindesalter 
angezeigt und als fester Bestandteil von Studienprotokollen im Rahmen 
einer Kombinationstherapie mit anderen Zytostatika nicht mehr 
wegzudenken (Iwamoto et al., 2007). 
Früher war der Einsatz des Zytostatikums auf die Remissionsinduktions- 
therapie der ALL fokussiert (Haskell et al., 1969; Ohnuma et al., 1970; 
Jones et al., 1977). Heutige Studien veranschaulichen jedoch zusätzlich 
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den Gebrauch von Asnase über einen Zeitraum von 20 - 30 Wochen in 
der Konsolidationstherapie (Amylon et al., 1999). 
Aktuelle Studien bestätigen auch heute noch immer die überragende 
Bedeutung der Asparaginase in der Kombinationschemotherapie gegen 
die ALL und gegen bestimmte Subtypen des NHL (Müller & Boos, 1998). 
1.1.8 Nebenwirkungen 
Der Wirkmechanismus der Asparaginase unterscheidet sich fundamental 
von dem anderer Zytostatika. Im Gegensatz zu anderen Chemo- 
therapeutika aus den Behandlungsprotokollen hat die Asnase nur eine 
geringe Knochenmarksdepression zur Folge und beeinträchtigt nicht die 
gastrointestinale/orale Mukosa oder Haarfollikel in ihrem Wachstum 
(Pinheiro & Boos, 2004). 
Das Enzym besitzt trotzdem ein ausgeprägtes Nebenwirkungsprofil. 
Thrombosen zählen zu den Hauptnebenwirkungen der Asparaginase, 
außerdem wird über Hepatotoxizität, Pankreatitis, Hyperglykämie, 
Störungen des zentralen Nervensystems und Hypersensitivitätsreaktionen 
berichtet (Lanvers-Kaminsky, 2006). 
Immunologische Reaktionen gehören zu den am meisten auftretenden 
Problemen während der Behandlung (Narta et al., 2007). Klinische 
Hypersensitivität tritt am häufigsten auf, wenn Asnase in Abwesenheit von 
Kortikosteroiden verabreicht wird. Bei gleichzeitiger Gabe von Kortiko- 
steroiden wiesen die Patienten eine geringere Inzidenz von Antikörpern 
auf (Avramis & Panosyan, 2005).  
Neben immunologischen Reaktionen (Müller et al., 2001) kann eine 
Asparaginase-Therapie auch zu Störungen in den Organsystemen führen, 
die eine hohe Proteinsyntheseleistung aufweisen (insbesondere Leber 
und Pankreas) (Mitchell et al., 1994b; Nowak-Göttl et al., 1996). 
Alle kommerziell erhältlichen Asparaginasepräparate weisen ein ähnliches 
Nebenwirkungsprofil auf. Im Falle der PEG-Asnase beobachtet man eine 
gewisse Suppression der allergischen Reaktionen (Kamisaki et al., 1981). 
Da die Asparaginase meistens in einer Kombinationstherapie zum Einsatz 
kommt, ist die Abgrenzung von Nebenwirkungen anderer Medikamente oft 
schwierig (Nowak-Göttl et al., 2003). Die Anzahl der klinisch relevant 
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lebensbedrohlich betroffenen Patienten ist sehr gering und hat sich durch 
die Modifikation der nativen Asnase nochmals verbessert (Holcenberg, 
1977). 
1.1.8.1 Auswirkungen auf das Immunsystem 
Asparaginase ist ein körperfremdes, immunogenes Protein. Die klinische 
Erfahrung hat gezeigt, dass die Gabe der Asnase zur Bildung spezifischer 
Antikörper gegen das Enzym führt (Avramis et al., 2002).  
Diese Antikörper resultieren einerseits in Hypersensitivitätsreaktionen 
(Killander et al., 1976), andererseits sind sie aber auch in der Lage die 
Asparaginase zu inaktivieren (Asselin, 1999). In Anlehnung an zahlreiche 
Studien liegt die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer frühen 
Hypersensitivitätsreaktion bei ungefähr 5 - 33 % aller behandelten 
Patienten (Evans et al., 1982). Trotz der recht hohen Inzidenz von 
anaphylaktischen Reaktionen ist die Anzahl fataler tödlicher Ausgänge 
gering (Zubrod, 1970). 
Killander et al. verglichen 57 Kinder und Erwachsene. Dabei stellte sich 
heraus, dass sich während der Therapie bei Erwachsenen weitaus 
häufiger Hypersensitivitätsreaktionen und spezifische Antikörper gebildet 
hatten (Killander et al., 1976). 
Die am häufigsten auftretende klinische Manifestation einer Hypersen- 
sitivitätsreaktion ist Urtikaria. Diese kann manchmal mit Antihistaminika 
behandelt werden, schwerwiegende Reaktionen erfordern jedoch andere 
Maßnahmen (Haskell et al., 1969; Ohnuma et al., 1970). 
Das Spektrum an allergischen Reaktionen reicht vom lokalisierten 
Erythem bis zur systemischen Anaphylaxie und Bronchospasmus. Es 
wurden fatale Anaphylaxien, auftretend bis zu vier Stunden nach Injektion 
beschrieben. Andere Hypersensitivitätsreaktionen wie Schmerz an der 
Injektionsstelle, Indurationen, Ödeme, Schwellungen, Fieber und Haut- 
ausschläge sind möglich (Haskell et al., 1969). 
Risikofaktoren für Hypersensitivitätsreaktionen sind eine tägliche Dosis 
> 6000 international unit pro Quadratmeter (IU/m2) (Jaffe et al., 1971),  
i.v. Applikation im Gegensatz zu i.m. (Nesbit et al., 1979), Anzahl der 
verabreichten Dosen (Trueworthy et al., 1978), wiederholte Asnasegabe 
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nach therapiefreiem Intervall (Dellinger & Miale, 1976) und die  
Monotherapie im Gegensatz zur Kombinationstherapie (Oettgen, et al., 
1970).  
In seltenen Fällen können allergische Reaktionen bereits bei der ersten 
Asparaginase-Applikation auftreten. Es darf nicht vergessen werden,   
dass die zusätzlich begleitend verwendeten Chemotherapeutika wie 
6-Mercaptopurin oder Vincristin ebenfalls Hypersensitivitätsreaktionen 
verursachen können. Im Vergleich zur nativen Asnase, treten bei der 
PEG-Asnase nur 10 % an Hypersensitivitätsreaktionen auf (Dellinger & 
Miale, 1976; Amylon et al., 1999). 
Die klinische Erfahrung zeigt, dass nur 20 - 25 % der Patienten nach 
Umstellung auf eine andere Asnase erneut Hypersensitivitätsreaktionen 
entwickeln. Die Umstellung steht bisher in keiner Verbindung mit einem 
schlechteren Therapieergebnis (Avramis & Panosyan, 2005).   
Eine vorhergehende intrakutane Testung schließt anaphylaktische 
Reaktionen nicht aus (Clarkson et al., 1970; Evans et al., 1982). 
1.1.8.2 Auswirkungen auf das Knochenmark  
Therapeutisch verabreichte Asnase hat sowohl immunogenes als auch 
immunsuppressives Potenzial. Neben den Auswirkungen auf die 
leukämischen Blasten kann das Enzym auch eine milde Myelosuppression 
hervorrufen, wobei alle drei Blut-Zell-Linien betroffen sein können. Dies 
kann zu einem Anstieg an Infektionen während der Therapie führen 
(Johnston et al., 1974).  
1.1.8.3 Auswirkungen auf die Hämostase 
Durch die Beeinträchtigung der Proteinsynthese/Proteinfunktion kommt es 
häufig zu Gerinnungsstörungen (Piatkowska-Jakubas et al., 2008), die 
sich sowohl als Blutungen als auch als disseminierte intravaskuläre 
Thrombosen äußern können (Ott et al., 1988; Nowak-Göttl et al., 1997), 
wobei das Thromboserisiko im Vordergrund zu stehen scheint (Müller & 
Boos, 1998). Die gemeldeten Inzidenzen von Thrombosen variieren von 
1 - 36 %, was u.a. vom verwendeten Chemotherapieprotokoll abhängt 
(Mitchell et al., 1994; Payne & Vora, 2007). Es wird hauptsächlich über 
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venöse Thrombosen berichtet, arterielle Thrombosen treten seltener auf 
(Payne & Vora, 2007). 
Eine Monotherapie führt im Vergleich zur Kombinationstherapie mit 
Kortikosteroiden zu schwerwiegenderen Blutgerinnungsproteinabfällen 
(Mitchell et al., 1994). Neben der Asparaginase können auch die 
gleichzeitige Therapie mit anderen myelosupressiven Medikamenten bzw. 
die Grunderkrankung selbst für diese Nebenwirkungen verantwortlich sein 
(Mauz-Korholz et al., 2000). 
Störungen der Blutgerinnung und Fibrinolyse treten durch Abfall des 
Fibrinogens (Hunault-Berge et al., 2008; Piatkowska-Jakubas et al., 2008), 
des Antithrombins 3 (AT3) (Anderson et al., 1979), des Proteins C/S 
(Homans, 1987) oder des Plasminogens auf (Priest et al., 1982). Eine 
Thrombozytopenie erhöht das Blutungsrisiko (Sutor et al., 1992; Mitchell 
et al., 1994a). 
Verschiedene Studien berichten über Blutungs- (Oettgen et al., 1970) und 
Thrombosekomplikationen (Nowak-Göttl et al., 1994; Nowak-Göttl et al., 
1996b). Etwa die Hälfte aller schweren Blutungen und Thrombosen 
betreffen zerebrale Gefäße (Sutor et al, 1992) und können zu Apoplex, 
Krampfanfällen, Kopfschmerzen oder Bewusstlosigkeit führen (Gugliotta et 
al., 1992). 
Ein erhöhtes Thromboserisiko haben Kinder unter nativer Asparaginase- 
therapie, die Faktor V-Mutationen, aktivierte Protein C-Resistenzen bzw. 
verminderte Plasmaspiegel an Protein C/S oder AT3 aufweisen (Nowak-
Göttl et al., 1995b).  
Elliot et al. berichteten über thrombembolische Komplikationen während 
der Induktionstherapie der ALL bei Erwachsenen (Elliott et al., 2004). Eine 
regelmäßige Kontrolle des Blutgerinnungsprofils ist erforderlich.  
Mattioli-Belmonte et al. korrigierten niedrige AT3-Spiegel durch eine i.v. 
Infusion. Dabei wurde ein ausreichend hoher konstanter AT3-Spiegel 
während der gesamten Therapie aufrechterhalten (Mattioli Belmonte et al., 
1991).  
In anderen Studien wird der Gebrauch von Fresh Frozen Plasma als  
nicht adäquate Methode für fallende AT3-Spiegel angesehen. Eine 
prophylaktische Gabe von niedermolekularen Heparinen zur Thrombose- 
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prophylaxe wird angeraten (Meister et al., 2008; Piatkowska-Jakubas et 
al., 2008). 
1.2 Die Hämostase 
Die Hämostase als das System des Auf- und Abbaus von Thromben 
besteht im Wesentlichen aus den Komponenten Plasma und Blutzellen. 
Im Detail beinhaltet das hämostatische System Thrombozyten, neutrophile 
Granulozyten, die stationäre Gefäßwand, die Blutströmung und Faktoren 
der Gerinnung und der Fibrinolyse (Spronk et al., 2003). Diese einzelnen 
Bestandteile regulieren sich gegenseitig durch Aktivierung oder Inhibition 
(Gentry, 2004). Für den menschlichen Organismus ist ein funktionierendes 
Blutgerinnungssystem lebenswichtig. Neben der Blutstillung bei Ver- 
letzungen zur Minimierung des Blutverlustes ist die Erhaltung des 
Gleichgewichts aus Gerinnung und gerinnungshemmenden Faktoren von 
zentraler Bedeutung (Baker & Brassard, 2010). Eine normale Hämostase 
vollbringt zwei Hauptfunktionen: Erstens hält es das Blut in einem 
flüssigen, gerinnselfreien Status (Tanaka et al., 2009) und zweitens 
induziert es - falls nötig - die schnelle Bildung eines lokalisierten, 
blutstillenden Pfropfens an der Stelle einer vaskulären Läsion (Kumar et 
al., 2005). 
Schon minimale Störungen des Systems können zu Thrombosen bzw. zu 
einer erhöhten Blutungsneigung mit inneren Blutungen führen (Levi et al., 
1999). Abb. 5 demonstriert die dynamischen Prozesse der Hämostase in 
einer sehr vereinfachten anschaulichen Weise. Je nach Hämostase-Status 
können sich Mikrothromben oder Blutungen bilden. 
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Abbildung 5: Dynamik der Blutgerinnung modifiziert nach Spronk et al., 2003 
1.2.1  Gliederung der Hämostase 
1.2.1.1 Primäre Hämostase  
Unter diesem Begriff verbirgt sich die Bildung eines Thrombozyten- 
pfropfes, welcher relativ kurzfristig nach der Verletzung eintritt. Die 
Thrombozyten unterziehen sich dabei einer Reihe von verschiedenen 
Reaktionen. Sie adhärieren an der Gefäßwand, aggregieren, bilden 
Pseudopodien, verändern ihre Form und setzen nach ihrer Aktivierung 
vasokonstriktorische Stoffe (Adrenalin, Noradrenalin und Serotonin) frei. 
Dabei kommt den Thrombozyten eine Schlüsselfunktion bei der 
Blutgerinnung zu (George, 2000). 
Es folgt die Aktivierung der Gerinnungskaskade über Kontakt  
der Gerinnungsfaktoren mit Kollagen des Subendothels (endogene 
Aktivierung) und oder durch in das Blut abgegebene Aktivatoren (exogene 
Aktivierung) (Monroe et al., 2002). 
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1.2.1.2 Sekundäre Hämostase 
Unter der sekundären Hämostase versteht man die plasmatische 
Blutgerinnung, die sich in ein intrinsisches und ein extrinsisches System 
aufteilen lässt (s.u.). Beide führen zur Aktivierung des Faktors 10 (F10), 
der im Komplex mit seinem Cofaktor 5a, Calcium-Ionen (Ca2+) und 
Phospholipiden zur Thrombin-Generierung führt (Osterud & Rapaport, 
1977).  
Extrinsisches System 
Die Aktivierung beginnt mit der Freisetzung von Gewebsthromboplastin 
(tissue factor = TF). TF aktiviert Faktor 7 (F7), was dann in Ca2+- 
Anwesenheit innerhalb Sekunden bis Minuten zur Aktivierung von F10 und 
schließlich zur Aktivierung von Faktor 2 (Prothrombin  Thrombin) führen 
kann (Rosing et al., 1985). 
Intrinsisches System 
Die Aktivierung beginnt durch Kontakt von Faktor 12 (F12) mit einer 
unphysiologischen Oberfläche. Kallikrein (K) verstärkt diesen Aktivierungs- 
weg. Nach mehreren Minuten kann in Anwesenheit von Ca2+ Prothrombin 
in Thrombin umgewandelt werden (Walsh, 2001). 
Nach neuem Nomenklaturvorschlag werden die Gerinnungsfaktoren 
vorzugsweise arabisch nummeriert (Page, 2009). Alle hier dargestellten 
Abbildungen zum Gerinnungssystem richten sich danach. 
Abb. 6 gibt eine schematische Darstellung der endogenen und exogenen 
Gerinnungskaskade wieder. 
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HMWK: high molecular weight kininogen, TF: tissue factor, F: Faktor,  
Ca
2+
: Calcium-Ionen  
Abbildung 6: Schematische Darstellung der endogenen und exogenen 
Gerinnungskaskade modifiziert nach Arbogast, 2004 
 
Die Komponenten des extrinsischen Systems werden üblicherweise 
klinisch in der Prothrombinzeit (PT) gemessen, wohingegen die des 
intrinsischen Systems mit der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit 
gemessen werden (aPTT). 
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1.2.1.3 Tertiäre Hämostase  
Die tertiäre Hämostase ist die Fibrinolyse mit ihrem Zentralenzym Plasmin. 
Die Fibrinolyse läuft binnen Stunden ab und kann in einen plasmatischen 
und einen zellulären (aktivierte neutrophile Granulozyten) Teil gegliedert 
werden (Medved & Nieuwenhuizen, 2003; Nesheim et al., 2003).  
1.2.2 Die intrinsische Blutgerinnungskaskade 
Gegenstand der vorliegenden Dissertation ist der Einfluss von bakterieller 
Asnase auf das intrinsische Gerinnungssystem des Menschen. Daher 
konzentriert sich der folgende Teil der Einführung auf das intrinsische 
System, das extrinsische System wird nicht weiter berücksichtigt (Kaplan, 
1996).  
Das intrinsische System wird typischerweise als eine Abfolge von 
proteolytischen Reaktionen beschrieben, die schließlich Faktor 9 (F9) 
aktivieren. Wenn Blut in Berührung mit unphysiologischen Oberflächen 
(z. B. negativ geladenen Oberflächen) kommt, werden eine Serie von 
proteolytischen Reaktionen initiiert, die Faktor 12 (F12), Präkallikrein (PK) 
und Faktor 11 (F11) aktivieren und hochmolekulares Kininogen (HK) 
spalten (Cochrane & Griffin, 1982; Kaplan & Silverberg, 1987). 
Diese Prozesse werden auch Kontaktaktivierung genannt. Die intrinsische 
Hämostase ist für verschiedene plasmatische Abwehrmechanismen 
einschließlich der Fibrinformation, Komplementaktivierung, Fibrinolyse und 
Kiningenerierung von großer Bedeutung (Chu, 2010). 
Abb. 7 auf der nächsten Seite stellt das intrinsische System als Abfolge 
proteolytischer Reaktionen dar. 
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K: Kallikrein, HK: hochmolekulares Kininogen, TF: tissue factor, F: Faktor 
Abbildung 7: Das intrinsische System als Abfolge proteolytischer Reaktionen 
modifiziert nach Gailani, 2007 
Der Beginn des intrinsischen Systems ist die Aktivierung des F12/PK. 
Beide erweisen sich als äußerst oberflächensensible Faktoren (Kaplan et 
al., 1986).  
Der Kontakt von F12 mit solchen unphysiologischen Oberflächen faltet 
F12 zu aktiviertem Faktor 12 (F12a). F12a kann allerdings auch durch 
Kallikrein, gebildet aus seiner Vorstufe PK, generiert werden (Kaplan et 
al., 1986).  
F12 fördert seine eigene Aktivierung, indem F12a PK zu K aktiviert. 
Dieses aktiviert zusammen mit HMWK (high molecular weight kininogen) 
als Cofaktor die Überführung des inaktiven F12 in seine aktive Form 
F12a (siehe Abb. 6). 
Sowohl F12 als auch PK können in vivo als auch in vitro durch andere 
Stoffe aktiviert werden. Plasmin, Trypsin, Glykosaminoglykane, Sulfatide 
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und Endotoxine, Kollagene, Gelenkknorpel, Cholesterolsulfate und saure 
Phospholipide stellen in vivo Aktivatoren dar (Gailani & Broze 1993a). Im 
Gegensatz dazu finden sich Glas, Celit, Ellagsäure und Kaolin unter den 
in vitro Aktivatoren. Auch Polyphosphate können die Kontaktaktivierung im 
Plasma induzieren (Smith et al., 2006). 
Oberflächenunabhängige Mechanismen für die F12-Aktivierung scheinen 
wahrscheinlich ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen. Mikrobielle 
Enzyme können F12 durch Proteolyse direkt angreifen (Kaminishi et al., 
1994). 
Des Weiteren erleichtern endotheliale Proteine die Präkallikrein-
Aktivierung in einer F12 unabhängigen Weise (Joseph et al., 2002). 
F12a aktiviert in Anwesenheit von HMWK Faktor 11 zu aktiviertem 
Faktor 11 (F11a). Dieser könnte auch durch andere Faktoren als den 
aktivierten Faktor 12a aktiviert werden, was eine Erklärung für die 
Abwesenheit von Blutungskomplikationen bei einem F12-Mangel darlegt 
(Kaplan & Ghebrehiwet, 2010). Thrombin kann ebenfalls F11 in seine 
aktivierte Form F11a überführen (Naito & Fujikawa 1991) (siehe Abb. 6). 
Es wird postuliert, dass früh generiertes Thrombin während der 
Thrombusformation F11 aktiviert. Somit wird eine Feedback-Schleife 
gebildet, die den Gerinnungsablauf verstärkt (Von dem Borne et al., 1995). 
In vitro aktiviert Thrombin F11 auf der Oberfläche von Plättchen (Baglia & 
Walsh, 1998). Das Enzym stellt einen deutlich potenteren F11-Aktivator 
als aktivierter F12 dar (Gailani & Broze, 1991). 
F11a aktiviert in Gegenwart von Calcium-Ionen Faktor 9 zu aktiviertem 
Faktor 9 (F9a) (Gailani, 2000). Beide Proteasen sind in wichtige 
Bewegungsabläufe involviert, die die Thrombin-Generierung aufrechter- 
halten/stärken, was die Thrombusformation und Resistenz gegenüber 
dem fibrinolytischen Abbau stark beeinflusst (Von dem Borne et al., 1995).  
F9a aktiviert Faktor 10 zu aktiviertem Faktor 10 (F10a). Dabei bilden die 
Faktoren 9a und aktivierter Faktor 8 (F8a) zusammen mit Phospholipiden 
und Calcium-Ionen einen Komplex, der als „intrinsische Tenase“ 
bezeichnet wird. Dieser fördert die Katalyse des F10 zu seiner aktivierten 
Form F10a. Als Aktivator des F10 ist der Faktor 9a 105 bis 106 mal stärker 
wirksam im Komplex mit F8a als alleine. F8a verfügt jedoch selbst über 
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keine Enzymaktivität, sondern stellt einen Cofaktor dar, der die Reaktions- 
umsetzung stark beschleunigt (Krishnaswamy, 1992). 
F10 stellt das erste Protein der gemeinsamen Strecke der Gerinnungs- 
kaskade dar. Seine Aktivierung erfolgt sowohl durch das extrinsische als 
auch durch das intrinsische System. Die Generierung von Thrombin 
erfordert die Formation des Prothrombinasekomplexes, der sich aus 
verschiedenen Elementen zusammensetzt (Tracy et al., 1985). 
Mit Hilfe des aktivierten Faktor 5 (F5a), Phospholipiden, Ca2+ und 
aktiviertem F10 wird dieser Komplex auf prokoagulatorischen Oberflächen 
(z.B. aktivierte Blutplättchen) gebildet, der die Umwandlung von Pro- 
thrombin zu Thrombin katalysiert (Morrissey, 2010). Faktor 5a fungiert 
dabei als Cofaktor, besitzt keine enzymatische Aktivität, beschleunigt die 
Reaktion jedoch um das 100.000 fache. Als Aktivator des F10 ist der 
Faktor 9a im Komplex mit F8a effektiver als der extrinsische Komplex, 
bestehend aus F7a / TF (Ahmad et al., 1992).  
Der Prothrombinasekomplex (F10a/5a) ist in der Katalysierung der 
Prothrombinaktivität 300.000 mal wirksamer als F10a alleine. Aktivierter 
F10a spaltet nachfolgend Prothrombin (F2) in Thrombin (F2a) und das 
Prothrombinfragment F1+2 (Nesheim et al., 1979). 
Die ersten gebildeten Thrombin-Moleküle initiieren zu Beginn einige 
Feedbackreaktionen, die ihre eigene Bildung verstärken und somit das 
schnelle Wachstum des Thrombus an der verletzten Gefäßstelle 
erleichtern. Die Aktivierung von Faktor 5 (F5) und F8 stellen solche 
positiven Feedbackmechanismen dar (siehe Abb. 6). 
Thrombin spaltet zunächst je zwei Peptide Fibrinopeptid A und B aus 
Fibrinogen, wobei Fibrinmonomere entstehen, die sich zu Fibrinpolymeren 
zusammenlagern. Die entstandenen Fibrinmonomere polymerisieren zu 
einem sichtbaren Fibringerinnsel. Diese werden durch den von Thrombin 
aktivierten Faktor 13 (F13) in unlösliche stabile Fibrinpolymere verwandelt. 
In seiner aktivierten Form verknüpft F13 nämlich die Gamma-Seitenketten 
von Fibrin kovalent miteinander (Bick & Murano, 1994). 
Ein Mangel an F12 oder PK weist keine klinische Blutungstendenz auf, 
was bedeuten könnte, dass sich beide Faktoren gegenseitig ersetzen 
können (Hoffman & Monroe, 2001). In großen Fall-Kontroll-Studien wurde 
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eine Korrelation zwischen den Plasmaspiegeln der Faktoren 8, 9, 11 und 
dem Risiko für venöse Thrombosen demonstriert (Van Hylckama Vlieg et 
al., 2000). 
Studienergebnisse unterstreichen die Vermutung, dass erhöhte F8-  
Spiegel einen moderaten Risikofaktor für venöse Thrombosen darstellen 
(Martinelli, 2005). 
Abschließend ist zu erwähnen, dass das extrinsische und das intrinsische 
System nicht streng voneinander zu trennen sind, da es gewisse 
Interaktionen zwischen beiden Systemen geben könnte (Butenas et al., 
2000; Davie, 2003; Arbogast, 2004). 
1.2.3 Thrombin 
Thrombin (Faktor 2a) ist das zentrale Schlüsselenzym der menschlichen 
Hämostase. Die Generierung von plasmatischem Thrombin ist in der 
Hämostase-Regulation von großer Bedeutung. Sowohl seine Generierung 
als auch seine Inaktivierung sind von höchster klinischer Relevanz 
(Arbogast, 2004). 
Thrombins Beitrag zur Entwicklung von venösen Thrombosen ist durch 
zahlreiche klinische Studien erwiesen worden, die die Effektivität von 
direkten/indirekten Thrombininhibitoren in der primären und sekundären 
Prophylaxe von venösen thrombembolischen Ereignissen belegen (Heit, 
2003). 
Leider ist der Fortschritt, den die Entwicklung an Methoden zur Diagnose-
stellung und Prophylaxe von Mikrothromben/Thromben betrifft, bisher 
unzureichend gewesen (Arbogast, 2004).  
Die üblichen alltäglichen klinischen Methoden zur Abschätzung eines 
hämorrhagischen oder thrombotischen Risikos stellen vor allem die 
Prothrombinzeit und die aktivierte partielle Thromboplastinzeit dar. Beide 
Methoden sind viel zu grob, um feine Abänderungen der intrinsischen 
Hämostase, wie bei Asparaginase zu erwarten, zu detektieren (Mousa, 
2010). 
Arbeiten aus dem letzten Jahrzehnt messen zwar plasmatische Thrombin-
Generierung, z.B. wurden u.a. verschiedene Fluoreszenz-Tests zur 
Messung des Thrombins entwickelt. Allerdings haben sich diese im 
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klinischen Alltag nicht durchsetzen können, da sie zu unspezifisch 
gewesen sind, d.h. sie wurden von plasmatischer Kallikreinaktivität oder 
von Antithrombin 1 = Fibrin massiv gestört (Van Veen et al., 2008). 
1.2.3.1 Bildung und Vorkommen von Prothrombin/Thrombin 
Das Vorenzym (Faktor 2) wird in der Leber gebildet, von dort aus es 
kontinuierlich ins Blut abgegeben wird. Freies Thrombin (F2a) lässt sich 
nur in sehr geringen Plasma-Aktivitäten (ca. 5,5 milli international unit pro 
Milliliter [mIU/ml]) systemisch im zirkulierenden Blut nachweisen (Stief, 
2006a). Aufbauend auf den innovativen Nachweis von Thrombin im 
Plasma in Anwesenheit von supramolaren Konzentrationen von Arginin 
konnten völlig neue Gerinnungsteste etabliert werden, die nicht von 
Kallikrein oder Antithrombin 1 gestört werden. Der empfindlichste Test für 
die plasmatische Gerinnung ist der RECA (recalcified coagulation activity 
assay) (Stief, 2009).  
1.2.3.2 Wirkung von Thrombin  
Thrombin ist eine biologisch enorm vielseitige Gerinnungsprotease (Davie 
& Kulman, 2006, Stief, 2012a). Das Enzym wirkt bereits in sehr geringer 
Konzentration thrombogen. Seine Wirkung stützt sich zum einen auf die 
proteolytische Aktivierung von im Blutplasma gelösten Proteinen (z.B. 
Gerinnungsfaktoren). Auf der anderen Seite hat es auch eine Signal- 
wirkung auf die vaskulären Zellen (Lawson et al., 1994).  
Thrombin ist eine Serinprotease und spaltet Fibrinogen zu Fibrin (Moser, 
2008). Weitere prokoagulante Eigenschaften von Thrombin sind die 
Aktivierung der Faktoren 5, 8, 11 und 13 (Gailani & Broze, 1993b; Von 
dem Borne et al., 1995). Die aktivierten Faktoren 5 und 8 sind die 
Hauptkatalysatoren der Blutgerinnung (Arbogast, 2004).  
Diese autokatalytischen Aktivierungsprozesse führen zu einem 
exponentiellen Anstieg der plasmatischen F2a-Aktivität (Fischer et al., 
1996). Aktivierter Faktor 13 (F13a) führt zu einer Quervernetzung der 
Fibrinpolymere. Dadurch ist das entstehende Fibringerinnsel ausreichend 
stabil (Greenberg & Miraglia, 1985). 
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Thrombin gilt als einer der potentesten physiologischen/pathophy-
siologischen Plättchenaktivatoren, indem es mit mindestens zwei 
verschiedenen Plasmamembranrezeptoren interagiert (Jamieson, 1997). 
Daneben induziert das Enzym bei vaskulären Glattmuskelzellen 
Proliferations- und Migrationsprozesse und beeinflusst die Endothelzellen 
(Stouffer & Runge, 1998).  
Abb. 8 auf der nächsten Seite zeigt das Schlüsselenzym in seiner Rolle 
als thrombogenes Enzym in der Gerinnungskaskade und umfasst die im 
Wesentlichen prokoagulanten Reaktionen. Die gestrichelten Linien stellen 
positive Feedbackmechanismen dar. 
Die Blutgerinnung wird nach vaskulärem Schaden und der Freisetzung 
von tissue factor (extrinsisch) oder Zellfragmenten (intrinsisch) in das 
zirkulierende Blut initiiert. Thrombin aktiviert Plättchen und andere 
prokoagulatorische Proteine im Sinne zahlreicher positiver Feedback- 
mechanismen. Aktivierte Plättchen bieten eine phospholipidreiche 
Oberfläche, die die Enzymkomplexbildung verstärkt. Plättchenaggregate 
sind durch den Von-Willebrand-Faktor an dem verletzten Endothel 
verankert und fördern die Entstehung eines festen Fibringerinnsels 
(Gentry, 2004; Stief, 2012a). 
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TF: tissue factor, F: Faktor, PL: Phospholipid, vWF: Von-Willebrand-Faktor,                   
Ca
2+
: Calcium-Ionen, HMWK: high molecular weight kininogen 
Abbildung 8: Schematisches Diagramm der Blutgerinnungskaskade mit ihrem 
Schlüsselenzym Thrombin modifiziert nach Gentry, 2004 
1.3 Antikoagulantien 
Glykosaminoglykane gehören zu den wichtigsten physiologischen 
Antikoagulantien (Winkler et al., 2007). Heparin ist eine Mischung aus 
Glykosaminoglykanen mit einer Molmasse von 3000 - 30.000 Dalton 
(Tanaka et al., 2009). Die Entwicklung möglichst physiologischer nieder- 
molekularer Heparine (NMH) ist der bislang größte Fortschritt in der 
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Prophylaxe und Therapie von Mikrothromben/Thromben (Mann et al., 
2006). 
In den vergangenen zehn Jahren haben die NMH im Vergleich zu den 
unfraktionierten Heparinen (UFH) kontinuierlich sowohl in der Prophylaxe 
als auch in der Therapie an Bedeutung gewonnen und werden heutzutage 
meist bevorzugt angewendet (Arbogast, 2004).  
NMH nehmen einen stetig wachsenden Anteil in der Standardprophylaxe 
für tiefe Venenthrombosen bei perioperativen Patienten ein (Douketis et 
al., 2008). 
Im Vergleich zu UFH besitzen NMH den Vorteil einer exzellenten 
Bioverfügbarkeit, einer langen Halbwertszeit (3 - 6 h), weniger Heparin-
induzierte Thrombozytopenie (HIT) und weniger Blutungskomplikationen 
(Hirsh et al., 2001). 
Abb. 9 zeigt die Molekulargewichte von NMH im Vergleich zum Heparin. 
 
Abbildung 9: Molekulargewichtsverteilung von Heparin und niedermolekularem 
 Heparin nach Harenberg & Fenyvesi, 2004 
Studien belegen eine höhere Sicherheit und Effektivität von NMH im 
Vergleich zu normalem Heparin (Massicotte et al., 2003). 
Glykosaminoglykane wie Heparin erhöhen die Aktivität des Antithrombins, 
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was zu einer effektiven Hemmung von Thrombin und von der Thrombin-
bildung führt (Mousa, 2010). 
Sowohl Heparin als auch NMH besitzen eine inhibierende Wirkung auf 
F10a (Hirsh et al., 2001). Mit Abnahme des Molekulargewichts fällt sie 
jedoch deutlich bei Thrombin, F11a und F12a ab.  
Thrombin wird erst durch ein Heparin mit einer Kettenlänge von 
mindestens 12 Sacchariden inhibiert, was bedeutet, dass NMH auf Grund 
ihrer kürzeren Kettenlänge Thrombin nur geringfügig inhibieren 
(Harenberg & Fenyvesi, 2004). 
Die Effizienz der verabreichten NMH-Dosis könnte bei niedriger AT3- 
Aktivität reduziert sein. Zudem lassen sich niedrige AT3-Spiegel bei 
Schwangeren, schweren Verbrennungen, hepatischer Dysfunktion, Sepsis 
und dem Gebrauch von Asnase finden (Menache et al., 1992). 
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2. Zielstellung und Folgerung  
Asparaginase ist ein Enzym, das die Hydrolyse von Asparagin (ASN) zu 
Aspartat und Ammoniak katalysiert (Cooney & Handschumacher, 1970). 
Asparagin gilt insbesondere für Blasten der ALL und NHL als essentielle 
Aminosäure. Ein Mangel wirkt sich daher hemmend auf die Protein- 
synthese der Tumorzellen aus, was zum Untergang der Zellen führt 
(Kiriyama et al., 1989).  
Im klinischen Alltag wird das bakterielle Enzym Asparaginase schon seit 
den 60er Jahren erfolgreich verwendet (Wriston & Yellin, 1973). Es wird 
heute u.a. in Kombination mit anderen Zytostatika und Glukokortikoiden 
in der Therapie der ALL oder Non-Hodgkin-Lymphome eingesetzt 
(Ortega et al., 1977; Clavell et al., 1986). Das Enzym hat im Verlauf der 
Jahre immer mehr an Bedeutung gewonnen, weist aber auch ein breites 
Spektrum an Nebenwirkungen auf (Müller & Boos, 1998; Narta et al., 
2007). 
Asparaginase wirkt stark auf die Hämostase. Sie ist dafür bekannt, die 
plasmatische Gerinnung zu modulieren, was zu pathologisch 
disseminierter intravaskulärer Gerinnung (PDIC) oder Blutungen führen 
kann (Nowak-Göttl et al., 2003; Appel et al., 2006). Die Thrombin-
Generierung kann dementsprechend ansteigen, was in PDIC resultiert, 
oder abfallen, was zu Blutungen führt (Barbui et al., 1993). Laut 
Studienergebnissen entwickelten ungefähr 1/3 der Patienten, die mit 
Asparaginase und Glukokortikoiden behandelt wurden, Thrombosen 
(Payne & Vora, 2007). 
Die Gabe von NMH könnte gegen die thrombotischen Nebenwirkungen 
schützen (Elhasid et al., 2001). Eine modellierte Form des bakteriellen 
Enzyms, die PEG-Asnase, besitzt eine längere Halbwertszeit, ist weniger 
immunogen und könnte zudem weniger prothrombotisch wirken (Avramis 
& Tiwari, 2006; Dinndorf et al., 2007). 
Der RECA ist ein innovativer hochsensitiver und hochspezifischer 
Thrombin-Generierungstest (Stief, 2006a, Stief, 2006b, Stief, 2008c). 
Zielstellung                                       Thrombin-Generierung durch Asparaginase 
 
36 
Es war das Ziel dieser Arbeit, die plasmatische Thrombin-Generierung 
mittels RECA in normalen Citratplasmaproben, die mit Asparaginase 
versetzt wurden, zu quantifizieren (Stief, 2006a; Stief, 2009). 
Die Arbeit gliedert sich in vier Teile: Es wurden 
1. normale Citratplasmaproben mit nativer E. coli Asparaginase 
(neue Charge) supplementiert 
2. normale Citratplasmaproben mit nativer E. coli Asparaginase 
einer anderen Herstellungs-Charge (alte Charge) supplementiert 
3. normale Citratplasmaproben mit Asnase oder PEG-Asnase 
supplementiert 
4. normales Citratplasma mit NMH und Asnase supplementiert 
und die jeweiligen Auswirkungen auf die plasmatische Blutgerinnung 
anhand der Thrombin-Generierung mittels des innovativen RECA 
untersucht. 
Fragestellung 
Hat die Asparaginase Auswirkungen auf das plasmatische 
Gerinnungssytem? Wenn ja: 
 Ist sie eher pro- oder antithrombogen? 
Gibt es Unterschiede zwischen den verschiedenen Asparaginase- 
präparationen? 
 Ist die PEG-Asnase im Vergleich zur nativen Asnase weniger 
prothrombotisch? 
Kann hämostatischen Komplikationen während des Therapieverlaufes 
mit der Asparaginase vorgebeugt werden? 
 Schützt niedermolekulares Heparin das Plasma vor der Asnase-
induzierten pathologischen Thrombin-Generierung? 
 Können Hämostaserisiko-Patienten identifiziert werden?
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3. Material und Methoden 
3.1 Verwendete Materialien 
Für die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden folgende Materialen 
verwendet: 
 
- U-well Polystyrene Mikrotiterplatten (Brand, Wertheim, Deutschland, 
Artikelnummer 701300 oder pure grade untreated) 
- Eppendorf Multipipette ® und die dazugehörigen Polypropylen-
aufsätze, die bei jeder Benutzung mit 0,9 % Natriumchlorid (NaCl) 
Lösung frisch durchspült und geleert wurden und vor Zugabe von 
Calciumchlorid (CaCl2) frisch ausgetauscht und nochmals gespült 
wurden. 
- 5 ml Polypropylen-Röhrchen, 
bereits versetzt mit 0,5 ml 106 millimolarem (mM) Natriumcitrat 
(Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 
- silikonisierte Glasfläschchen (Dade Behring, Marburg, Deutschland, 
Artikelnummer OVKE49) 
- 0,9 % NaCl Lösung zum Durchspülen der Pipetten 
- 250 mM CaCl2 (RECA-trigger), das in 1 ml Aliquoten in silikonisierten 
Glasfläschchen bei - 30°C eingefroren war und für jeden Versuch bei 
23°C aufgetaut wurde und dann verworfen wurde. 
- Arginin Stop Reagenz bestehend aus 2,5 molarem (M) Arginin pH 8.6, 
0,16 % Triton X100 ® (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
- 1 mM chromogenes Substrat H-D-CHG-Ala-Arg-pNA•2AcOH 
Pefachrom ® TH in 1,25 M Arginin pH 8.7 zur Bestimmung von 
Thrombin (Pentapharm, Basel, Schweiz) 
- Rinderthrombin (Siemens Diagnostic, München, Deutschland) 
- humanes Albumin (Kabi, Stockholm, Schweden) 
- Heraeus Bio 13 Zentrifuge 
- Platten-Rüttler  
- Digital-kontrolliertes Wasserbad (37°C) 
- Stoppuhren 
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- Mikrotiterplattenphotometer mit einer Auflösung von einem milli-
absorbance (1 mA) (Milenia; DPC, Los Angeles, USA) 
- niedermolekulares Heparin Enoxaparin (Aventis, Frankfurt, 
Deutschland) 
- E. coli Asparaginasen (Medac, Hamburg, Deutschland) 
 Native E. coli Asnase, Charge-Nr. M80125 AE,  
 Native E. coli Asnase, Charge-Nr. M60720AA,  
 Modifizierte E. coli Asnase, PEG-Asnase, Oncaspar ®, Charge-
Nr. M71002AC,  
Asnase ist sowohl bei - 20°C als auch bei einem Tag Raumtemperatur 
stabil. 
Es ergab sich kein Unterschied in den Thrombin-Generierungskurven  
mit frisch-rekonstituierter lyophilisierter Asparaginase im Vergleich zu 
eingefrorener/aufgetauter Asparaginase.  
Die verwendeten Plasmaproben waren nicht gefrorene normale 
Plasmen. Sie waren zum Zeitpunkt 4 ± 2 Stunden alt und wurden bei 
einer Temperatur von 23°C gelagert. Die basale plasmatische 
Thrombinaktivität der Proben lag bei 0,01 ± 0,002 international unit pro 
Milliliter (IU/ml) Thrombin; (Mittelwert ± 1 Standardabweichung). 
Außerdem wurden Frischplasmaproben verwendet, die nicht älter als 
eine Stunde waren. Sie wurden in Citratröhrchen (0,5 ml 106 mM 
Natriumcitrat + 4,5 ml Blut in Polypropylen-Röhrchen von Sarstedt) 
abgenommen und bei 2800 g für zehn Minuten zentrifugiert. 
Anschließend wurde das Plasma sofort für die Versuche verwendet. 
Alle verwendeten Plasmaproben wurden nach schriftlicher Einver- 
ständniserklärung untersucht. 
3.2 Verwendete Methoden: RECA (recalcified 
coagulation activity assay) 
Der RECA misst hochspezifisch und hochsensitiv die Thrombin- 
Generierung im Plasma. Er imitiert die physiologische oder 
pathophysiologische Thrombin-Generierung im Plasma (Stief, 2009). 
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Tabelle 3 zeigt das Schema zur Messung der Thrombin-Generierung,  
die sich in eine Thrombin-Generierungsphase und Thrombin-
Detektionsphase einteilt. Die Thrombindetektionsphase beginnt erst nach 
drei Minuten, weil das Arginin-Stop-Reagenz diese Zeit benötigt, um 
nichtvernetztes Fibrin zu depolymerisieren (Mosesson, 2007; Stief, 
2007). Die generierte Menge Thrombin wird dabei am Ende anhand des 
linearen Anstiegs der Absorption pro Zeit (A/t) gemessen.  
Phase 1: Thrombin-Generierungsphase 
 
50 µl Citratplasma in sehr guten Mikrotiterplatten 
5 µl 250 mmol/l CaCl2 
0 - 20 min (37°C) 
100 µl Arginin Stop Reagenz [2,5 M Arginin pH 8.7, 0,16 % Triton X100 ® (Stief, 2007)] 
Phase 2: Thrombin-Detektionsphase 
 
3 Minuten 
25 µl 1 mmol/l Thrombinsubstrat-Reagenz in 1,25 M Arginin 
Bestimmung des linearen Anstiegs der Absorption pro Zeit (A/t) 
 
Tabelle 3: Schema zum recalcified coagulation activity assay nach Stief, 2009 
Der RECA wurde durch Ersatz der Plasmaprobe mit 0,1 IU/ml oder 
1 IU/ml Rinderthrombin (1 mg = 2525 IU) gelöst in 6,7 % humanem 
Albumin (Salze und Phosphate beinhaltend) standardisiert.  
Der maximale Absorptionsanstieg lag bei 1050 mA, die Linearität des 
Extinktionsanstieges zur Thrombinaktivität ist gegeben bis zu 40 % des 
maximalen Absorptionsanstiegs, was also ungefähr 420 mA entspricht. 
Der RECA hat intra-assay Variationskoeffizient-Werte kleiner 10%. 
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3.3 Versuchsdurchführung 
Der Hauptteil der Arbeit gliedert sich in drei verschiedene Versuchsteile, 
bei denen jeweils unterschiedliche Asparaginasen den Plasmaproben 
zugesetzt wurden. Nach Aufbrauchen der ersten nativen E. coli 
Asparaginase wurde eine neue Charge der nativen E. coli Asparaginase 
bestellt und erneut untersucht. Ein direkter Vergleich beider Chargen war 
nicht Gegenstand der Arbeit. Die beiden zugesetzten nativen E. coli 
Asparaginasen aus den ersten beiden Versuchsteilen unterschieden sich 
lediglich in ihrem Herstellungsdatum. Anschließend wurde die Thrombin-
Generierung mittels dem RECA und die zugehörigen IC50- und SC200-
Werte (siehe unten) bestimmt. 
3.3.1 RECA unter Zugabe nativer E. coli Asparaginase zu 
normalen Plasmaproben 
50 µl Plasma von n = 57 individuellen normalen Proben, eine normale 
Frischplasmaprobe und n = 7 normale Plasmapools, hergestellt aus 
jeweils 7 ± 1 individuellen Proben, wurden in sehr gute Mikrotiterplatten 
versetzt. Bei der Überführung des Plasmas in die Platten wurde 
genauestens darauf geachtet, keine Thrombozyten mitanzusaugen. 
Danach wurden die Proben mit 0 - 100 U/ml Escherichia coli 
Asparaginase (10.000 U/Originalampulle, Lieferungsnummer M80125AE) 
unter repetitiver 1 + 1 Verdünnung auf die Platte versehen. 
Anschließend wurde der RECA zur Detektion der Thrombin-Generierung 
durchgeführt. Der Test wurde unter Zugabe von 5 µl 250 mM CaCl2 
gestartet, wobei die frischen Pipettenaufsätze der Eppendorf- 
Multipipette ® vor Anwendung mit 0,9 % NaCl Lösung durchgespült und 
vollständig geleert wurden, um Polypropylen-Reste zu beseitigen. 
Nach intensivem Rütteln der Mikrotiterplatten für fünf Sekunden wurden 
sie anschließend in einem digital kontrollierten Wasserbad bei einer 
Temperatur von 37°C inkubiert.  
Im Anschluss wurde dann nach 0 - 20 Minuten (oder 0 - 30 Minuten) 
Gerinnungs-Reaktions-Zeit (coagulation reaction time = CRT) jeweils 
100 µl Arginin Stop Reagenz (2.5 M Arginin pH 8.7, 0.16 % Triton X100 ®) 
hinzugefügt. Da das jeweils untersuchte Plasma unterschiedlich 
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voraktiviert war, wurden jeweils unterschiedliche CRTs verwendet. 
Plasma ist nur bis zu zwei Stunden als frisch anzusehen, danach wird es 
sukzessive voraktivierter. Das heißt je voraktivierter das Plasma war, 
umso kürzer die gewählte CRT. Drei Minuten nach der letzten CRT 
Periode wurden 25 µl 1 mM chromogenes Substrat gelöst in 1.25 M 
Arginin dazu pipettiert.  
Danach wurde der Anstieg der Absorption bei 405 Nanometern (nm) pro 
Zeit (A/t) mit einem Mikrotiterplattenphotometer (Milenia; DPC, Los 
Angeles USA) bestimmt. 
Anschließend wurden die 200 % stimulatory concentration (SC200) und 
die 50 % inhibitory concentration (IC50) bestimmt (siehe Kapitel 3.4). 
3.3.2 RECA unter Zugabe nativer E. coli Asparaginase 
gleicher Produktart, aber mit älterem 
Herstellungsdatum, zu normalen Plasmaproben 
50 µl Plasma von n = 46 individuellen normalen Proben und von n = 3 
normalen Pools, hergestellt aus 7 ± 1 individuellen Proben, wurden in 
sehr gute Mikrotiterplatten versetzt. Diese wurden mit Asparaginase- 
konzentrationen von 0 - 200 U/ml versehen. Die unter repetitiver  
1+1 verdünnten Proben wurden mit dem RECA mit CRTs von 0 - 20 
(oder 0 - 30) Minuten analysiert. Abschließend folgten die IC50- und 
SC200-Bestimmungen, sofern vorhanden. 
Zum Vergleich der beiden nativen Asparaginasen aus den 
Versuchsteilen 1 und 2, die sich lediglich im Herstellungsdatum 
unterschieden, wurde eine Frischplasmaprobe, die nicht älter als eine 
Stunde war, mit den beiden Asparaginasen versehen und analog zum 
Vorgehen der vorherigen Versuche ausgewertet. 
3.3.3 RECA unter Zugabe von modifizierter E. coli 
Asparaginase (PEG-Asnase) und nativer E. coli 
Asparaginase zu normalen Plasmaproben 
40 µl Plasma von n = 14 individuellen normalen Proben und von n = 2 
normalen Pools, hergestellt aus 7 ± 1 individuellen Proben, wurden in 
sehr gute Mikrotiterplatten überführt und mit 0 - 100 U/ml der nativen 
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oder der modifizierten Form der PEG-Asnase in repetitiver 1 + 1 
Verdünnung versetzt. Danach folgte die Durchführung des RECA analog 
zum ersten Versuchsteil mit CRTs von 0 - 15 Minuten und die 
Auswertung der IC50 und SC200, sofern vorhanden. 
3.3.4 RECA unter Zugabe von Enoxaparin und Asparaginase 
zu normalen Plasmaproben 
In diesem letzten kleinen Zusatzteil wurden verschiedene individuelle 
Plasmen gepoolt und dieser Pool mit unterschiedlichen Konzentrationen 
an niedermolekularem Heparin (Enoxaparin) versetzt und im sofortigen 
Anschluss mit Asparaginase versehen. 
50 µl normales, aus neun individuellen normalen Proben gewonnenes 
gepooltes Citratplasma, wurde in sehr gute Mikrotiterplatten unter der 
Zugabe von 0 - 0,26 IU/ml Enoxaparin überführt. Unmittelbar folgend 
wurden 2 µl 5000 U/ml Asnase oder 0,9 % NaCl dazu pipettiert, wobei 
die Pipettenaufsätze vor Zugabe der Asparaginase/NaCl-Lösung immer 
neu durchgespült wurden. Es resultierten plasmatische Asparaginase- 
aktivitäten von 0 U/ml oder 192 U/ml. Danach folgte der RECA mit CRTs 
von 0, 10 oder 20 Minuten. Es wurde die Enoxaparinkonzentration 
bestimmt, bei der 50 % der Thrombin-Generierung inhibiert waren (IC50). 
3.4 Versuchsauswertung: Bestimmung der SC200- 
und IC50-Konzentration 
Nach Versuchsdurchführung wurde - sofern möglich - die approximative 
(approx.) 50 % inhibitory concentration (IC50) und die approximative 
200 % stimulatory concentration (SC200) der Asparaginasen bestimmt. 
Die SC200 ist die Asparaginasekonzentration, bei der 200 % der 
Thrombin-Generierung von unsupplementiertem Plasma erreicht werden. 
Die IC50 ist die Asparaginase-Konzentration, bei der nur noch 50 % der 
Thrombin-Generierung von unsupplementiertem Plasma erreicht werden. 
Approx. SC200 bedeutet approximative SC200, approx. IC50 bedeutet 
approximative IC50. 
Diese approx. Konzentrationen wurden mit Lin-Lin plots (Standard-
EXCEL) von der plasmatischen Asparaginaseaktivität versus der 
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Thrombinaktivität gemessen, u.a für RECA-5, RECA-8, RECA-10, 
RECA-15, RECA-20, d.h. RECA mit CRTs (coagulation reaction times) 
von 5, 8, 10, 15 oder 20 Minuten bestimmt.  
Da alle Plasmen bereits vor der Recalzifizierung immer eine basale 
Thrombinaktivität enthalten (Thrombin gebunden im α2-Makroglobulin) 
(Stief, 2006a, Stief, 2012a) wird die Thrombin-Generierung im RECA wie 
folgt berechnet:  
Thrombinaktivität nach einer bestimmten CRT minus basaler 
Thrombinaktivität. Die basale Thrombinaktivität wird beim RECA an der 
0 Minuten-CRT-Kurve abgelesen (0 Minuten CRT = Plasma + Arginin-
reagenz + Calciumreagenz + chromogenes Substrat).  
Die normale basale Thrombinaktivität im EDTA-Plasma beträgt 
5,5 ± 1,1 mIU/ml (MV ± 1 SD) (Stief, 2006a). 
In Citratplasma, das bis zu vier Stunden bei 23 °C gelagert wird, ist die 
normale basale Thrombinaktivität in der Regel um wenige mIU/ml höher, 
da EDTA das Plasma besser stabilisiert als Citrat (Stief, 2006a).  
Für die Bestimmung der approximativen IC50 oder SC200 wird  
die RECA-Kurve mit den niedrigsten IC50- und SC200-Werten als 
sensibelste betrachtet und ausgegewertet. Es werden nur die 
Thrombinaktivitäten berücksichtigt, die zum aufsteigenden Teil der 
Thrombin-Generierungskurve gehören, d.h. wo die Thrombinaktivität  
zu einem bestimmten Zeitpunkt niedriger ist als die zu einem 
darauffolgenden Zeitpunkt der Kurve (Stief, 2009). Die Thrombin- 
aktivitäten im absteigenden Teil der Kurve sind in der Regel bedingt 
durch Antithrombin 1 = Fibrin (Mosesson, 2007). 
Wenn zu einer bestimmten CRT kein Anstieg der Plasmatrübung 
vorhanden ist, dann kann die zugehörige Thrombin-Aktivität auch gültig 
sein (Stief, 2009). 
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4. Ergebnisse 
Ziel dieser Arbeit war, die Thrombin-Generierung nach Zugabe von 
verschiedenen Asparaginase-Präparationen (native E. coli Asparaginase, 
PEG-Asparaginase) zu analysieren.  
Die Versuche quantifizierten die prothrombotische (oder antithrombo- 
tische) Potenz der jeweiligen Asparaginase. 
Um die Auswirkungen der Asparaginase auf die plasmatische Gerinnung 
zu veranschaulichen, werden in dieser Arbeit eine große Anzahl 
exemplarischer Kurven der plasmatischen Thrombin-Generierung durch 
Asparaginase-Zusatz gezeigt. 
Im Folgenden werden die individuellen Plasmaproben nach Zusatz der 
Asparaginase in Bezug auf ihre Thrombin-Generierung gegenüber der 
Gerinnungs-Reaktions-Zeit (coagulation reaction time = CRT) und gegen- 
über der Asparaginase-Konzentration (Asparaginase conc.) abgebildet. 
Für die ersten beiden Versuchsteile gehören zu jedem untersuchten 
Plasma jeweils zwei Abbildungen.  
Abbildung a) zeigt exemplarisch Thrombin-Generierungskurven mit 
unterschiedlichen Asparaginase-Konzentrationen, die zum Plasma 
zugesetzt wurden, bei einer CRT von 0 - 20 Minuten (min). Die 
Gerinnungs-Reaktions-Zeit wurde auf der x-Achse des Koordinaten- 
systems gegenüber der daraus resultierenden Thrombin-Aktivität 
(Thrombin activity), gemessen in international unit pro Milliliter (IU/ml), auf 
der y-Achse aufgetragen. 
Abbildung b) zeigt Kurven, aufgetragen in einem Koordinatensystem mit 
der Asparaginase-Konzentration (Asparaginase conc.), gemessen in unit 
pro Milliliter (U/ml) auf der x-Achse und der generierten Thrombin-Aktivität 
auf der y-Achse. 
Für jedes Plasma wurde - sofern vorhanden - die approximative 200 % 
stimulatory concentration (approx. SC200) oder die approximative 50 % 
inhibitory concentration (approx. IC50) der jeweiligen Asparaginase 
bestimmt. Die approx. SC200 ist die Asparaginase-Konzentration, bei der 
ca. 200 % der ursprünglichen Thrombin-Generierung auftreten. 
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Die IC50 ist die Asparaginase-Konzentration, bei der nur noch 50 % der 
Thrombin-Generierung erfolgt, verglichen mit der Thrombin-Generierung in 
unsupplementiertem Plasma.  
Für die Bestimmung der approx. SC200 oder approx. IC50 wird die RECA- 
Kurve mit den niedrigsten approx. SC200- oder approx. IC50-Werten als 
sensibelste betrachtet und gewertet. Es werden nur die Thrombin-
Aktivitäten berücksichtigt, die zum aufsteigenden Teil der Thrombin-
Generierungskurve gehören, d.h. wo die Thrombin-Aktivität zu einem 
bestimmten Zeitpunkt niedriger ist als die, die zu einem darauffolgenden 
Zeitpunkt der Kurve folgt. Die Thrombin-Aktivitäten im absteigenden Teil 
der Kurve sind in der Regel bedingt durch Antithrombin 1 (nascent fibrin) 
(Mosesson, 2007). 
Normale Thrombin-Generierungskurven ohne Zusatz von Asparaginase 
(dunkelblaue Kurve Symbol “♦“ in allen CRT-Figuren) sind bis zu dem 
Moment hyperbolisch, wo Antithrombin 1 noch nicht signifikant die 
Thrombin-Aktivität inhibiert (Stief, 2009). Der Moment der signifikanten 
Antithrombin 1-Wirkung ist in der Regel durch einen signifikanten Anstieg 
der Plasmatrübung (entstehendes Fibrin) nachweisbar. Folglich gilt: wenn 
bei einer bestimmten CRT kein Anstieg der Plasmatrübung vorhanden ist, 
dann kann die zugehörige Thrombin-Generierung auch gültig sein (Stief, 
2009). 
Da nur die Thrombinaktivitäten berücksichtigt werden, die zum auf- 
steigenden Teil der Kurve gehören, werden im Folgenden die (wegen 
Antithrombin 1-Entstehung) nicht validen abfallenden Teile der Kurven in 
den Abbildungen gestrichelt dargestellt oder ganz weggelassen. 
Die beiden nativen E. coli Asparaginasen der gleichen Produktart, die sich 
lediglich in ihrem Herstellungsdatum unterscheiden, werden im folgenden 
Asparaginase „alte Charge“ und Asparaginase „neue Charge“ genannt. 
Dabei ist die Asparaginase „alte Charge“ diejenige mit dem älteren 
Herstellungsdatum im Vergleich zur „neuen Charge“. 
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4.1 RECA mit Plasmaproben unter Zugabe von nativer 
E. coli Asparaginase (neue Charge) 
Insgesamt wurden 57 individuelle Plasmaproben, sieben daraus 
hergestellte Pools und ein Frischplasma nach Zusatz des Enzyms 
analysiert. Die Ergebnisse der 57 individuellen Plasmen mit den 
dazugehörigen IC50- und SC200-Durchschnittswerten werden in Tabelle 4 
zusammengefasst. 
Anzahl der 
Plasmen 
Approx. SC200-
Durchschnittswert 
Approx. IC50- 
Durchschnittswert 
29 6 U/ml -- 
12 -- 6 U/ml 
14 40 U/ml 4 U/ml 
2 -- -- 
 
Tabelle 4: Auswertung der 57 Plasmaproben zugesetzt mit nativer E. coli 
Asparaginase 
Für 29 Plasmaproben (51 %) war nur eine SC200 messbar, wobei der 
Durchschnittswert bei ca. 6 U/ml Asparaginase lag. Zwölf Proben (21 %) 
besaßen lediglich einen messbaren IC50-Wert, mit einem Durchschnitt 
von 6 U/ml Asparaginase. 14 Proben (24,5 %) verfügten sowohl über 
einen SC200- als auch IC50-Wert, wobei die Durchschnitte bei jeweils  
40 U/ml bzw. 4 U/ml lagen. Zwei Plasmaproben (3,5 %) wiesen weder 
eine SC200 noch eine IC50 auf. 
Von den 29 individuellen Plasmaproben, die nur einen SC200-Wert 
demonstrierten, verfügten ungefähr 
- 1/3 (10/29) eine approx. SC200 < 3 U/ml 
- 1/3 (10/29) eine approx. SC200 von 3 - 20 U/ml 
- und 1/3 (10/29) eine approx. SC200 > 20 U/ml 
Somit lässt sich sagen, dass ungefähr die Hälfte aller Proben 
prothrombogen auf die Asnase wirkten, ungefähr 1/5 antithrombogen,  
1/4 sowohl pro- als auch antithrombogen und ein minimaler Teil (2 %) 
zeigte keine Auswirkungen gegenüber der Asparaginase.  
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Im Folgenden werden die Abbildungen von individuellen Plasmaproben 
nach Zusatz der Asparaginase in Bezug auf ihre Thrombin-Generierung 
gegenüber der CRT und der Asparaginasekonzentration dargestellt. 
Abb. 10-20 zeigen elf typische Thrombinaktivitätskurven für Plasma- 
proben, die nur über einen messbaren Asparaginase SC200-Wert 
verfügten. Die Spanne der SC200-Werte liegt dabei zwischen < 1 U/ml 
(Abb. 10) bis hin zu 100 U/ml Asparaginase (Abb. 20). 
Abb. 21-25 stellen exemplarisch individuelle Plasmaproben, die nur einen 
IC50-Wert aufweisen, dar. Die abgebildeten approximativen IC50-Werte 
gehen hier von 1 U/ml (Abb. 21) bis zu 13 U/ml (Abb. 25).  
Abb. 26-31 zeigen Beispiele, die sowohl einen IC50- als auch SC200-Wert 
besitzen. Die Spanne der Werte reicht hier von Proben mit einer  
approx. IC50 = 6 U/ml und approx. SC200 = 25 U/ml (Abb. 27) bis hin zu 
Proben mit einer approx. IC50 = 6 U/ml und approx. SC200 = 100 U/ml 
(Abb. 29). 
Die Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma wurde exemplarisch in 
den Abbildungen 32-35 analysiert. Abb. 36 verdeutlicht die Durchschnitts- 
werte der Thrombin-Generierung von allen durchgeführten Pools. Die 
approximative SC200 lag im Durchschnitt bei Werten von 6 U/ml 
Asparaginase. 
Abb. 37 demonstriert die Durchschnittswerte der Thrombin-Generierung 
von allen n = 57 untersuchten normalen Plasmaproben. Aus diesen 
Durchschnittswerten ergeben sich weder eine approx. SC200 noch eine 
approx. IC50. Dies bedeutet, dass sich der Durchschnittswert der 
Plasmaproben so verhält, als ob die zugefügte Asparaginase keine 
modulatorische Aktivität auf das plasmatische Gerinnungssystem hätte. 
Allerdings besitzt die Asparaginase sehr wohl modulatorische 
Eigenschaften bei den meisten individuell analysierten Plasmaproben 
(siehe Abb. 10-36).  
Abb. 38 illustriert die Durchschnittswerte der Thrombin-Generierung von 
Plasmen, die nur über eine SC200 verfügen. Die SC200 aller Werte lag im 
Durchschnitt bei 6 U/ml Asparaginase. 
Der Durchschnittswert der Thrombin-Generierung bei Plasmen, die nur mit 
einer approx. IC50 versehen sind, wies genauso einen Wert auf, der 
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ungefähr bei 6 U/ml lag (Abb. 39). Plasmen, die sowohl eine IC50 als auch 
SC200 besaßen, demonstrierten als Durchschnittswerte eine approx. IC50 
von 4 U/ml und eine approx. SC200 von 40 U/ml (Abb. 40). Auf den 
folgenden Seiten werden die Abb. 10-40 gesammelt dargestellt. 
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Abbildung 10: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde mit 0 - 100 U/ml Asnase (a) versehen. Anschließend wurde 
der RECA mit 5 - 20 min coagulation reaction time (CRT) (b) durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei < 1 U/ml Asparaginase. Abb. 10a zeigt die hyperbole Reaktionskinetik: binnen der ersten 
10 min CRT (37°C) wird fast kein Thrombin generiert, bei 15-20 min (37°C) entstehen ca. 0,05-
0,5 IU/ml Thrombin. Abb. 10b zeigt, dass die sensibelsten Kurven die von RECA-15 und  
RECA-20 sind (15 min oder 20 min CRT). Asnasekonzentrationen größer 50 U/ml führen nicht 
mehr zur Erhöhung sondern zur Erniedrigung der Thrombinaktivität. Um die Thrombin-
Generierung zu erhalten, muss von jeder Thrombinaktivität die basale Thrombinaktivität 
abgezogen werden.  
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Abbildung 11: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 2 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven in Abb. 11a wurde gestrichelt. 
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Abbildung 12: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 2 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven in Abb. 12a wurde gestrichelt bzw. in Abb. 12b weggelassen. 
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Abbildung 13: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 3 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 14: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 6 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 15: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 10 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 16: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 15 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 25 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 17: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 50 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 18: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 50 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 19: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 50 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 20: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 100 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven in Abb. 20a wurde gestrichelt. 
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Abbildung 21: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 1 U/ml Asparaginase.   
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Abbildung 22: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 2 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 23: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 5 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der Kurven 
wurde weggelassen. 
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Abbildung 24: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 6 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der Kurven 
wurde weggelassen. 
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Abbildung 25: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 13 U/ml Asparaginase.  
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Abbildung 26: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 2 U/ml Asparaginase, die approx. SC200 bei 38 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrom- 
bin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 27: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der  Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 6 U/ml, die approx. SC200 bei 25 U/ml Asparaginase.  
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Abbildung 28: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 15 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 6 U/ml, die approx. SC200 bei 55 U/ml Asparaginase.  
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Abbildung 29: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 6 U/ml, die approx. SC200 bei 100 U/ml Asparaginase.  
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Abbildung 30: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 6 U/ml, die approx. SC200 bei 25 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 31: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der  Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. IC50 lag 
bei 8 U/ml, die approx. SC200 bei 8 U/ml Asparaginase.  
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Abbildung 32: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales gepooltes Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 
1 + 1 Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 10 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 1 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 33: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales gepooltes Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 
1 + 1 Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 4 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 34: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales gepooltes Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 
1 + 1 Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 3 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 35: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales gepooltes Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 
1 + 1 Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 25 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 36: Durchschnittswert der Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration in Plasmapools 
Es wurden die Durchschnittswerte von n = 7 Plasmapools berechnet. Die approx. SC200 lag bei 
6 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 37: Durchschnittswerte der Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
Es wurden die Durchschnittswerte von n = 57 Plasmaproben berechnet. Dabei ergab sich 
weder eine IC50 noch eine SC200. 
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Abbildung 38: Durchschnittsthrombinaktivitäten aller Proben mit einer Asparaginase- 
SC200 in Abhängigkeit der Thrombinkonzentration 
Es wurden die Durchschnittswerte aller Plasmen, die nur eine SC200 verfügten (n = 29), 
berechnet. Die approx. SC200 lag bei 6 U/ml. 
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Abbildung 39: Durchschnittsthrombinaktivitäten aller Proben mit einer Asparaginase-
IC50 in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Es wurden die Durchschnittswerte aller Plasmen, die nur eine IC50 verfügten (n = 12), 
berechnet. Die approx. IC50 lag bei 6 U/ml. 
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Abbildung 40: Durchschnittsthrombinaktivitäten aller Proben mit einer Asparaginase-
IC50 und -SC200 in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Es wurden die Durchschnittswerte aller Plasmen, die sowohl eine IC50 als auch eine SC200 
verfügten (n = 14), berechnet. Die approx. IC50 lag bei 4 U/ml, die approx. SC200 bei 40 U/ml 
Asparaginase. 
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4.2 RECA mit Plasmaproben unter Zugabe von nativer 
E. coli Asparaginase gleicher Produktart, aber mit 
unterschiedlichem Herstellungsdatum (alte Charge) 
Im zweiten Versuchsteil wurden insgesamt 46 Plasmaproben, drei daraus 
hergestellte Pools und ein Frischplasma nach Zugabe von nativer E. coli 
Asnase analysiert. Zum Vergleich der beiden nativen Asparaginasen der 
gleichen Produktart, die sich lediglich im Herstellungsdatum unter- 
schieden, wurde das Frischplasma mit der nativen Asparaginase aus 
diesem und der Asparaginase aus dem ersten Versuchsteil versetzt.  
Tabelle 5 fasst die Ergebnisse der 46 Plasmaproben, die mit der alten 
Charge behandelt wurden, zusammen. 
Proben- 
anzahl 
Approx. SC200- 
Wertespanne 
Approx. SC200- 
Durchschnittswert 
Approx. SC200- 
Standardabweichung 
46 1 - 25 U/ml 5,8 U/ml 5,4 U/ml 
 
Tabelle 5: Ergebnisse der alten Charge Asparaginase nach Zusatz zu 46 
individuellen Plasmaproben 
Die durchschnittliche approximative SC200 von der alten Charge der 
E. coli Asparaginase für die plasmatische Thrombin-Generierung von  
46 individuellen Plasmaproben lag bei 5,8 ± 5,4 U/ml (Mittelwert ± 1  
Standardabweichung). Die Plasmen verfügten insgesamt über eine 
Wertespanne von 1 bis 25 U/ml Asparaginase für die approx. SC200. 
Nur eines von 46 Plasmen (2,2 %) zeigte gleichzeitig sowohl eine  
approx. SC200 von ungefähr 16 U/ml und eine approx. IC50 von 3 U/ml 
Asparaginase (Abb. 53). Für keines der Plasmen konnte ausschließlich 
nur eine IC50 ermittelt werden. Die drei hergestellten Pools hatten eine 
approximative SC200 von 2 - 6 U/ml (Abb. 55-57).  
Abb. 41-59 zeigen, dass die zum Citratplasma zugesetzte Asparaginase 
die plasmatische Blutgerinnung modifiziert.  
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Von den insgesamt 46 Plasmaproben hatten 
-  12 (26 %) eine approx. SC200 < 2,1 U/ml (Abb. 41-43) 
-  12 (26 %) eine approx. SC200 von 2,1 - 3 U/ml (Abb. 44-46) 
-  13 (28 %) eine approx. SC200 von 3,1 - 6 U/ml (Abb. 47-49) 
-  9 (20 %) eine approx. SC200 von > 6 U/ml Asparaginase (Abb. 50-52).  
Die Asparaginase ist folglich bei 80 % der Plasmen bereits bei 
Konzentrationen bis zu 6 U/ml prothrombotisch.  
Da nur eine von 46 Plasmaproben (Abb. 53) neben einer approx. SC200 
von 16 U/ml eine approx. IC50 von 3 U/ml aufwies, lässt sich deutlich 
erkennen, dass diese Charge Asparaginase einen signifikanten pro-
thrombogenen Effekt hat. 
Die durchschnittliche SC200 aller Thrombinaktivitäten in diesen Plasma- 
proben lag bei 5 U/ml (Abb. 54). 
Der Durchschnittswert der neuen Charge Asparaginase für die SC200, 
basierend auf den Proben, die nur eine SC200 aufwiesen, erzielte einen 
Wert von 6 U/ml (siehe Abb. 38). Der Durchschnittswert der neuen Charge 
für Proben, die nur einen IC50-Wert zeigten, lag ebenfalls bei 6 U/ml 
(siehe Abb. 39). Das heißt, dass die neue Charge Asparaginase, was die 
Asparaginasekonzentrierung im Vergleich zu alten Charge angeht, nicht 
so thrombogen ist. 
Die drei verschiedenen Pools hatten eine Spannbreite der SC200 von  
2 - 6 U/ml (Abb. 55-57). 
Das Frischplasma wurde mit den beiden Asparaginasetypen aus 
Versuchsteil eins (neue Charge) und zwei (alte Charge) vergleichend 
behandelt. Abb. 58 und 59 zeigen die unterschiedlichen Auswirkungen der 
alten (Abb. 58) und neuen Charge (Abb. 59) auf das Frischplasma.  
Tabelle 6 auf der nächsten Seite fasst die Ergebnisse der beiden nativen 
Asparaginasen auf das Frischplasma mit den dazugehörigen IC50- und 
SC200-Werten zusammen. 
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Asparaginasepräparation Approx. SC200  Approx. IC50  
E. coli Asparaginase 
(alte Charge) 
 
1 U/ml 
-- 
E. coli Asparaginase 
(neue Charge) 
 
5 U/ml 
-- 
 
Tabelle 6: Ergebnisse der Frischplasmaprobe zugesetzt mit der alten und neuen 
Charge der nativen E. coli Asparaginase 
Die alte Charge Asparaginase wies eine approx. SC200-Konzentration 
von 1 U/ml auf (Abb. 58), wohingegen die neue eine von 5 U/ml verfügte 
(Abb. 59). Das verdeutlicht, dass für dieses Individuum die alte Charge 
Asparaginase wesentlich prothrombogener wirkt als die neue.  
Im Folgenden werden die Abbildungen von individuellen Plasmaproben 
nach Zusatz der Asparaginase in Bezug auf ihre Thrombin-Generierung 
gegenüber der CRT und der Asparaginasekonzentration gesammelt dar- 
gestellt. 
Abb. 41-52 zeigen exemplarisch Plasmaproben mit unterschiedlichen 
approx. SC200-Werten. Dabei veranschaulichen Abb. 41-43 exemplarisch 
individuelle Plasmaproben, die eine approx. SC200 < 2,1 U/ml besitzen. 
Abb. 44-46 stellen Thrombingenerierungskurven dar, die eine approx. 
SC200 von 2,1 - 3 U/ml haben. 
Abb. 47-49 illustrieren Proben mit einem approx. SC200 von 3 - 6 U/ml. 
Abb. 50-52 demonstrieren Thrombin-Generierungskurven mit einer  
approx. SC200 > 6 U/ml . 
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Abbildung 41: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 2 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 42: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 50 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 1 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 43: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 2 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 44: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 2,5 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 45: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 3 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 46: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 3 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 47: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 5 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 48: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 6 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 49: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 6 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 50: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 10 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 51: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 20 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 52: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 30 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 53: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 1 + 1 
Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit  
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 16 U/ml Asparaginase, der approx. IC50 bei 3 U/ml.  
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Abbildung 54: Durchschnittswerte der Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
Es wurden die Durchschnittswerte von n = 46 normalen Plasmaproben, die mit Asparaginase 
versetzt wurden, ermittelt. Die approx. SC200 lag bei 5 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 55: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales gepooltes Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 
1 + 1 Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 25 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 6 U/ml Asparaginase. 
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Abbildung 56: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales gepooltes Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 
1 + 1 Mischung mit 0 - 200 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 20 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 3 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 57: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales gepooltes Citratplasma wurde in Mikrotiterplatten versetzt und unter repetitiver 
1 + 1 Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend wurde der RECA mit 
5 - 25 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. Die approx. SC200 
lag bei 3 U/ml Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-Entstehung) nicht-valide Teil der 
Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 58: Thrombin-Generierung in Frischplasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Frischplasma, was nicht älter als >1h war, wurde in Mikrotiterplatten versetzt 
und unter repetitiver 1 + 1 Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase (a) versehen. Anschließend 
wurde der RECA mit 5 - 15 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-Generierung durchgeführt. 
Die approx. SC200 lag bei 1 U/ml der alten Charge Asparaginase. Der (wegen Antithrombin 1-
Entstehung) nicht-valide Teil der Kurven wurde weggelassen. 
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Abbildung 59: Thrombin-Generierung in Frischplasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
50 µl normales Frischplasma, was nicht älter als >1h war, wurde in Mikrotiterplatten versetzt 
und unter repetitiver 1 + 1 Mischung mit 0 - 100 U/ml Asparaginase der neuen Charge (a) 
versehen. Anschließend wurde der RECA mit 5 - 15 min CRT (b) zur Messung der Thrombin-
Generierung durchgeführt, um vergleichend die Auswirkungen der alten (Abb. 58) und der 
neuen Charge Asparaginase (Abb. 59) auf das Frischplasma zu analysieren.  
Die approx. SC200 lag bei 5 U/ml Asparaginase.
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4.3 RECA mit Plasmaproben unter  Zugabe von                  
PEG-Asparaginase im Vergleich zur nativen E. coli 
Asparaginase 
Im letzten Versuchsabschnitt des Hauptteils wurden vierzehn 
Plasmaproben und zwei daraus gewonnene Pools mit der nativen 
Asparaginase oder der PEG-Asparaginase versetzt und vergleichend 
analysiert. 
Tabelle 7 zeigt zusammenfassend die daraus resultierenden Ergebnisse. 
Es werden die Mittelwerte ± 1 Standardabweichungen (MV ± 1 SD) der 
approx. SC200 und approx. IC50 der nativen Asparaginase und der 
modifizierten Form der Asparaginase der PEG-Asparaginase dargestellt. 
Die approximativen SC200- oder IC50-Werte von beiden Asparaginasen 
korrelierten mit einem Korrelationskoeffizienten (r) von größer 0,9. 
Asparaginasepräparation 
Approx. IC50  
(MW ± 1 SD) 
Approx. SC200 
(MW ± 1 SD) 
Native E. coli Asnase 16 ± 28 U/ml 16 ± 26 U/ml 
PEG-Asnase 18 ± 28 U/ml 19 ± 30 U/ml 
 
Tabelle 7: Ermittelte SC200-und IC50-Werte der 14 Plasmaproben unter Zusatz 
nativer E. coli Asparaginase und PEG-Asnase 
Tabelle 8 auf der nächsten Seite zeigt exemplarisch, dass sich die SC200 
in vier individuellen normalen untersuchten Plasmen für beide Typen von 
Asparaginasen sehr ähnlich verhalten. In einer der vier Plasmaproben 
wurde durch beide Asparaginasen weder die Thrombin-Generierung 
stimuliert noch inhibiert. 
Eine IC50 erschien bei der nativen E. coli Asparaginase nur in einer der 
vier Proben, während die PEG-Asnase in drei Proben eine IC50 mit 
Werten von 6 - 40 U/ml erreichte. 
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Plasmaprobe 
IC50  
E. coli 
Asnase 
IC50  
PEG-
Asnase 
SC200  
E. coli 
Asnase 
SC200  
PEG-
Asnase 
1 (Abb.60) 6 U/ml 6 U/ml 7 U/ml 7 U/ml 
2 (Abb.61) -- -- 5 U/ml 5 U/ml 
3 (Abb.62) -- 2 U/ml 5 U/ml 5 U/ml 
4 (Abb.63) -- -- -- -- 
 
Tabelle 8: Plasmaproben 1-4 jeweils versetzt mit E. coli Asnase und PEG-
Asparaginase und die dazugehörigen analysierten IC50- und SC200-Werte 
Abb. 60-63 demonstrieren die jeweiligen Thrombin-Generierungskurven 
der Plasmaproben aus Tabelle 8. 
Wenn man die zugefügten Asparaginaseaktivitäten gegen die Durch- 
schnittswerte der Thrombin-Generierung aus Plasmaprobe 1-4 aufträgt 
(Abb. 64), dann ergeben sich folgende Werte: 
Die approximative IC50 war nicht messbar für die native Asparaginase, 
wohingegen sie bei der PEG-Asnase einen Wert von 36 U/ml erzielte. Die 
approx. SC200 lag für beide Asparaginasepräparationen bei 6 U/ml 
Asparaginase. 
Abb. 65-70 veranschaulichen sechs zusätzliche Thrombingenerierungs- 
kurven aus den insgesamt 14 analysierten Plasmaproben. Dabei zeigt 
Abb. 65 genau wie in Abb. 63, dass sich das individuelle Plasma als 
resistent gegenüber den beiden Asparaginasepräparationen verhält. Bei 
solchen Patienten wäre eine Asparaginasetherapie sogar mit hohen 
Konzentrationen Hämostase-tolerabel. 
Plasmapool 1 (gewonnen aus den Plasmaproben 1-4) war resistent 
gegenüber der Asparaginase-stimulierenden Wirkung der Thrombin-
Generierung: Es trat weder bei der nativen noch bei der PEG-Asnase eine 
SC200 auf. Bei beiden Asparaginasepräparationen fand sich jedoch eine 
approx. IC50 von 1 U/ml Asparaginase (Abb. 71). 
Plasmapool 2 (gewonnen aus den individuellen Plasmaproben 5-14) hatte 
eine approx. IC50 von 2 U/ml Asparaginase und eine approx. SC200 von 
13 U/ml für die Asnase oder 7 U/ml PEG-Asnase (Abb. 72).  
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Folglich verhielten sich beide Plasmapools bezüglich der Thrombin-
Generierung unterschiedlich. Eine resistente oder sensible Plasmaprobe 
könnte evtl. den ganzen Pool beeinflussen. 
Die Auswertungen der individuellen Plasmen sind jedoch wichtiger als die 
Analyse der gepoolten Plasmen. Wertet man alle 14 individuellen 
Plasmaproben mit ihrer Thrombin-Generierung zusammen aus, dann 
ergeben sich interessante Ergebnisse. Tabelle 9 fasst diese zusammen. 
 
Asparaginasepräparation 
Ermittelte approx. 
IC50 in 14 
Plasmaproben 
Ermittelte approx. 
SC200 in 14 
Plasmaproben 
E. coli Asnase n = 8 (57 %) n = 10 (71 %) 
PEG-Asnase n = 11 (79 %) n = 11 (79 %) 
 
Tabelle 9: Prozentualer Anteil aller analysierten Plasmaproben, die eine SC200 oder 
IC50 hatten 
Eine messbare IC50 fand sich bei 8/14 (57 %) der mit E. coli Asnase und 
11/14 (79 %) der mit PEG-Asnase versetzten Proben. 10/14 (71 %)  
der E. coli Asnase versetzten und 11/14 (79 %) der mit PEG-Asnase 
versetzten Plasmaproben verfügten über einen SC200-Wert (Tabelle 9). 
Die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen finden sich in 
Tabelle 7. Die approx. IC50 von beiden Asparaginasepräparationen 
korrelierten mit einem r = 0,995 (Abb. 73), die approx. SC200-Werte mit 
einem r = 0,990 (Abb. 74). Zusammenfassend lässt sich bei dieser guten 
Korrelation sagen, dass sich kein markanter Unterschied zwischen den 
beiden Asparaginasepräparationen ergab. Beide wirkten sich sowohl pro- 
als auch antithrombotisch auf die Gerinnung aus. 
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Im Folgenden werden die Abbildungen von individuellen Plasmaproben 
nach Zusatz der beiden Asparaginasepräparationen vergleichend in 
Bezug auf ihre Thrombin-Generierung gegenüber der Asparaginase- 
konzentration dargestellt. 
Für die Versuche wurden 40 µl normales Citratplasma in Mikrotiterplatten 
versetzt und unter repetitiver 1:1 Mischung mit 0 – 100 U/ml der nativen 
E. coli Asnase oder der PEG-Asnase versehen. Bei den Plasmapools 
wurden jeweils 40 µl normales, gepooltes Citratplasma verwendet. 
Anschließend wurde der RECA mit 0 - 15 min CRT zur Messung der 
Thrombin-Generierung durchgeführt. 
Danach folgten für jede der Asparaginasen die SC200- und IC50- 
Bestimmung, sofern möglich. 
 
 
Abbildung 60: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
Die approx. IC50/SC200 lag für beide Asparaginasetypen bei 6 U/ml bzw. 7 U/ml. 
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Abbildung 61: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Die approx. SC200 erreichte einen Wert von 5 U/ml für beide Asparaginasetypen. 
 
 
Abbildung 62: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Die approx. IC50 lag bei 2 U/ml für die PEG-Asnase, die approx. SC200 hatte einen Wert von  
5 U/ml für beide Asparaginasetypen. 
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Abbildung 63: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Für beide Asparaginasetypen konnte weder eine IC50 noch eine SC200 ermittelt werden. Diese 
Plasmaprobe erwies sich als resistent gegenüber den Asparaginasen. 
 
 
Abbildung 64: Durchschnittswerte der Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
Es wurden die Durchschnittswerte von Abb. 61-64 berechnet. Es ergab sich eine approx. IC50 
von 36 U/ml für die PEG-Asnase, die approx. SC200 lag bei 6 U/ml für beide Asparaginase- 
typen. 
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Abbildung 65: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Es konnte keine SC200/IC50 ermittelt werden. Diese normale Plasmaprobe verhielt sich 
genauso wie in Abb. 64 dargestellt, resistent gegenüber den Asparaginasen. 
 
 
Abbildung 66: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Die approx. IC50 lag bei 3 U/ml Asnase oder 2 U/ml PEG-Asnase, die approx. SC200 erreichte 
einen Wert von 50 U/ml für die PEG-Asnase. 
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Abbildung 67: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Die approx. IC50 lag bei 3 U/ml für beide Asparaginasen, die approx. SC200 erreichte einen 
Wert von 90 U/ml Asnase oder 98 U/ml PEG-Asnase. 
 
 
Abbildung 68: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Die approx. SC200 erreichte einen Wert von 10 U/ml Asnase oder 3 U/ml PEG-Asnase. 
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Abbildung 69: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Die approx. SC200 erreichte einen Wert von 4 U/ml Asnase oder 7 U/ml PEG-Asnase. 
 
 
Abbildung 70: Thrombin-Generierung in Abhängigkeit der Asparaginasekonzentration 
Die approx. IC50 lag bei 85 U/ml Asnase oder 96 U/ml PEG-Asnase, die approx. SC200 
erreichte einen Wert von 3 U/ml Asnase oder 1 U/ml PEG-Asnase. 
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Abbildung 71: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der 
Asparaginasekonzentration 
Es ergab sich eine approx. IC50 von 1 U/ml für beide Asparaginasetypen. 
 
 
Abbildung 72: Thrombin-Generierung in gepooltem Plasma in Abhängigkeit der  
Asparaginasekonzentration 
Die approx. IC50 lag bei 2 U/ml Asparaginase, die approx. SC200 bei 13 U/ml Asnase oder  
7 U/ml PEG-Asnase. 
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Abbildung 73: Vergleich der Thrombin-Generierung in individuellen normalen 
Plasmaproben, die mit Asparaginase oder PEG-Asparaginase versetzt wurden 
Acht individuelle normale Plasmen mit einem messbaren approx. IC50 für beide Asparaginase- 
typen wurden verglichen. Die Mittelwerte ± 1 Standardabweichungen (MV ± 1 SD) lagen bei 
16 ± 28 U/ml Asparaginase und 19 ± 32 U/ml PEG-Asparaginase. Die Werte korrelierten mit 
einem Wert von r = 0,995. 
 
 
 
Abbildung 74: Vergleich der Thrombin-Generierung in individuellen normalen 
Plasmaproben, die mit Asparaginase oder PEG-Asparaginase versetzt wurden 
Zehn individuelle normale Plasmen mit einem messbaren approx. SC200 für beide 
Asparaginasetypen wurden verglichen. Die MV ± 1 SD lagen bei 16 ± 26 U/ml Asparaginase 
und 16 ± 29 U/ml PEG-Asparaginase. Die Werte korrelierten mit einem Wert von r = 0,99. 
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4.4 RECA mit Plasmaproben unter Zugabe von nativer 
E. coli Asparaginase und zusätzlicher Gabe von 
niedermolekularem Heparin  
Im letzten Versuchsabschnitt wurde eine gepoolte normale Plasmaprobe 
mit unterschiedlichen Konzentrationen an niedermolekularem Heparin 
(Enoxaparin) versetzt und im sofortigen Anschluss mit nativer E. coli 
Asparaginase der alten Charge oder 0,9 % Natriumchloridlösung 
versehen. 
Bei der gepoolten normalen Plasmaprobe, versetzt mit 192 U/ml 
Asparaginase, wurden annähernd 0,3 IU/ml Thrombin bei einer CRT von 
10 Minuten (RECA-10) (Abb. 75) und annähernd 1 IU/ml Thrombin nach 
20 Minuten (RECA-20) generiert (Abb. 76). Für diese mit Asparaginase 
versetzte Probe lag der approx. IC50-Wert bei 0,024 U/ml Enoxaparin 
(analysiert bei RECA-10). Dieselbe gepoolte Plasmaprobe ohne Zugabe 
von Asparaginase generierte hingegen eine ungefähre Thrombinmenge 
von 0,1 IU/ml bei einer CRT von 10 min (RECA-10).  
Der IC50-Wert bei der unbehandelten Plasmaprobe lag bei 1 - 2 mIU/ml 
Enoxaparin. 
Auf der nächsten Seite werden die Abbildungen der individuellen 
Plasmaproben nach Zusatz von 0 bzw. 192 U/ml Asparaginase in Bezug 
auf ihre Thrombin-Generierung gegenüber der Enoxaparinkonzentration 
dargestellt.  
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Abbildung 75: Prävention der Asparaginase-induzierten pathologischen  
Thrombin-Generierung durch LMWH 
Gepooltes normales Plasma, versetzt mit 192 U/ml Asparaginase, generierte im RECA-10  
eine Menge von ungefähr 0,3 IU/ml Thrombin. Ohne Asparaginasezusatz wurden Werte  
von 0,1 IU/ml erreicht. 
 
Abbildung 76: Prävention der Asparaginase-induzierten pathologischen  
Thrombin-Generierung durch LMWH 
Gepooltes normales Plasma, versetzt mit 192 U/ml Asparaginase, generierte im RECA-20  
eine Menge von ungefähr 0,95 IU/ml Thrombin. Ohne Asparaginasezusatz wurden Werte  
von 0,46 IU/ml Thrombin erreicht.
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5. Diskussion 
Die vorliegende laboranalytische Arbeit hatte das Ziel, die durch das 
Zytostatikum Asparaginase ausgelösten Folgen auf die Hämostase von 
normalen Plasmen differenziert zu untersuchen.  
Asparaginase ist seit Jahren dafür bekannt, die plasmatische Gerinnung 
zu aktivieren oder zu inaktivieren (Barbui et al., 1993; Alberts, et al., 1999; 
Barbui & Falanga, 2001).  
Allerdings war es bislang nicht möglich, diese plasmatischen Gerinnungs- 
veränderungen mit den herkömmlichen (groben) Tests der klinischen 
Gerinnungs-Routine bereits in der Frühphase oder in vitro vor der 
Medikamentengabe zu messen.  
Nachdem der neue plasmatische Thrombin-Test und die davon 
abgeleiteten Thrombin-Generierungsteste von Stief etabliert wurden, gibt 
es endlich den „recalcified coagulation activity assay“ (RECA), ein 
Thrombin-Generierungstest der neusten Generation, der hochspezifisch 
und hochsensitiv feinste Veränderungen der plasmatischen Gerinnung 
erfasst (Stief, 2006a, Stief, 2006b, Stief, 2008c). Mittels RECA wurden  
nun erstmals differenzierte Gerinnungsbefunde an Asparaginase-
supplementierten Normalplasmen gewonnen. 
Mit Bestimmung der approx. SC200 und der approx. IC50 konnten die 
Auswirkungen der jeweiligen Asparaginase auf die Blutgerinnung 
analysiert werden.  
Erstaunlicherweise wurde gefunden, dass das Enzym in individuellen 
Plasmaproben nicht nur die intrinsische Thrombin-Generierung triggern, 
sondern auch reduzieren könnte. Manche Plasmen zeigten sogar, 
abhängig von der Gerinunngs-Reaktions-Zeit, sowohl eine approx. SC200 
als auch eine approx. IC50. 
Bei der nativen E. coli Asparaginase der neuen Charge reagierten 51 % 
der Plasmaproben mit einer Erhöhung der Thrombin-Generierung, 20 % 
mit einer Reduzierung und bei 25 % konnte die Thrombin-Generierung 
sowohl pathologisch ansteigen als auch abfallen, 4 % waren resistent. 
Das heißt also, dass die native E. coli Asparaginase die intrinsischen 
Faktoren der plasmatischen Gerinnung einerseits aktivieren und 
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andererseits deaktivieren könnte. Über den genauen Mechanismus, wie 
die Asparaginase die Gerinnung aktiviert, kann derzeit nur spekuliert 
werden: es könnte sein, dass sie die Plasma-Matrix verändert und dass 
dies bei empfindlichen Plasmen Faktor 12 oder Präkallikrein in Faktor 12a 
oder Kallikrein faltet, wodurch die intrinsische Gerinnung ausgelöst wird. 
Manche Asparaginasetypen könnten auch kritische Diaminoaminosäuren 
innerhalb empfindlicher Proteine angreifen, speziell unglykolisierte, unreife 
Proteine (Shapiro et al., 1980). 
Die native E. coli Asparaginase der gleichen Produktart, die sich nur in 
einem älteren Herstellungsdatum unterschied (alte Charge), demonstrierte 
ein deutlich erhöhtes thrombogenes Potenzial.  
Bei der alten Charge ergab sich eine durchschnittliche SC200 von 5 U/ml. 
Der Durchschnittswert der neuen Charge Asparaginase für die SC200, 
basierend auf den Proben, die nur eine SC200 aufwiesen, lag bei 
Konzentrationen von 10 U/ml. Somit würde ein Patient, dessen Plasma 
prothrombogen auf die Asparaginase wirkt, mit der alten Charge mit 
steigender Asnasekonzentration viel eher Thrombosen entwickeln als mit 
der neuen. 
Die neue Charge Asparaginase wirkte zwar weniger thrombogen, könnte 
aber ein Risiko für schwere Blutungen unter der Asparaginase-Therapie 
darstellen, was die ermittelte IC50 andeuten könnte.  
Derzeit befinden sich drei verschiedene Asparaginasepräparationen auf 
dem Markt (Nowak-Göttl et al., 1997). Die beiden nativen Formen 
Escherichia coli Asparaginase, Erwinia chrysanthemi (Albertsen et al., 
2001) und die modifizierte Form der nativen E. coli Asparaginase die  
PEG-Asnase (Graham, 2003). 
Die Escherichia coli Asparaginase scheint die Blutgerinnung mehr zu 
aktivieren als die Erwinia chrysanthemi Asparaginase (Mitchell et al., 
1995; Appel et al., 2006). Dennoch besitzt die E. coli Asparaginase bei 
vergleichbar eingesetzten Dosen eine signifikant bessere Wirkung als die 
Erwinia chrysanthemi Asparaginase (Duval et al., 2002). 
Mit Einführung der modifizierten Form des Enzyms der PEG-Asparaginase 
als Alternative zur nativen E. coli Asnase wurde versucht, den Haupt- 
nebenwirkungen der Asnase erfolgreich entgegenzuwirken (Ashihara et 
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al., 1978; Park et al., 1981). Durch Pegylierung des nativen Enzyms wurde 
die immunogene Wirkung herabgesetzt und die Halbwertszeit verlängert 
(wodurch es seltener in niedrigerer Dosierung eingesetzt werden muss), 
wobei die Asparaginaseaktivität unverändert blieb (Harris & Chess, 2003; 
Rytting, 2010).  
Im Juli 2006 wurde die PEG-Asparaginase in den USA für die 
Erstlinienbehandlung von Kindern mit akuter lymphatischer Leukämie 
zugelassen und wird in der Therapie der ALL der nativen E. coli Asnase 
eindeutig bevorzugt (Dinndorf et al., 2007).  
Der durchgeführte dritte Versuchsteil, in dem die PEG-Asnase mit der 
nativen Asparaginase verglichen wurde, zeigte jedoch keinen Vorteil in der 
Anwendung der teureren pegylierten Form des Enzyms, in Anbetracht der 
Auswirkungen auf die Thrombin-Generierung. Die approximativen SC200- 
und IC50-Werte korrelierten mit einem Korrelationskoeffizienten  
von größer 0,9, wobei sich die jeweiligen SC200- und IC50-Werte  
entsprachen. Von Seiten unserer hochempfindlichen Blutgerinnungsdaten 
gibt es daher keinen Grund, die wesentlich teurere PEG-Asparaginase 
den hier im klinischen Alltag verwendeten nativen E. coli Asparaginasen 
vorzuziehen (Veronese & Mero 2008; Zeidan et al., 2009).  
Individuen mit Hämostase-Resistenz gegenüber Asparaginase tolerieren 
viel höhere Dosen an Asparaginase als die, die man normalerweise zur 
Therapie verwenden würde. Mit Hilfe des RECA könnten solche 
Individuen identifiziert werden, damit sie aggressiver behandelt werden 
könnten, um so ihre Erkrankung erfolgreicher zu bekämpfen. 
Asparaginase wird für gewöhnlich als Teil einer Kombinations-
chemotherapie mit anderen Medikamenten zur Induktion einer Remission 
in ALL-Patienten verabreicht. Sie ist zu einem essentiellen Bestandteil in 
fast allen pädiatrischen ALL-Behandlungsprotokollen geworden. 
In der heutigen Tumortherapie wird der Onkologe oft mit verschiedenen 
Gerinnungsproblemen von Patienten konfrontiert, die mit Zytostatika 
behandelt werden. Gerade in der Kombinationstherapie von Tumoren, wo 
verschiedene Zytostatika und andere Medikamente zum Einsatz kommen, 
ist es oft nicht möglich, während der Therapie nur ein bestimmtes 
Diskussion                                           Thrombin-Generierung durch Asparaginase 
 
118 
Medikament im Hinblick auf die Gerinnungsproblematik zu untersuchen 
(Athale & Chan, 2003). 
Der RECA ist ein interessanter Test, um das Reaktionsvermögen des 
Blutgerinnungssystems eines individuellen Patienten gegenüber jedem 
Medikament vorherzusagen (Stief, 2009). Es ist anzuraten, die individuelle 
pro-/antithrombogene Empfindlichkeit gegenüber dem bakteriellen Enzym 
vor Beginn der Zytostatikatherapie zu diagnostizieren, auch in Bezug auf 
die Prophylaxe von thrombembolischen Komplikationen.  
Prokoagulatorische Patienten sollten deshalb mit einer prophylaktischen 
bis therapeutischen Gabe von niedermolekularem Heparin behandelt 
werden (Payne & Vora, 2007; Stief et al., 2008b). 
Während und vor dem Therapieverlauf der Asparaginase wird angeraten, 
verschiedene Kontrolluntersuchungen durchzuführen, einschließlich der 
hochinnovativen Gerinnungsdiagnostik. Initial sollten nach der Therapie 
bis zur Normalisierung häufig Kontrollen des Blutbildes, der Elektrolyte, 
der harnpflichtigen Substanzen (Mikrothromben in den Glomerula zeigen 
oft eine beginnende pathologische disseminierte intravaskuläre Gerinnung 
an), des Blut-/Harnzuckers, der Gerinnung und anderer Enzyme durch- 
geführt werden (Piatkowska-Jakubas et al., 2008). 
Es wird zwar ein Drug Monitoring empfohlen, in der die Asnasespiegel 
überwacht werden und die Asnaseaktivität mit den unterschiedlichsten 
Methoden bestimmt werden kann (Boos et al., 1996; Lanvers-Kaminsky, 
2006), allerdings gibt es noch keinen Test, der die Auswirkungen der 
Asnase auf die Blutgerinnung des Patienten vor und während der 
Therapie individuell bestimmt, ihn risikostratifiziert und daraufhin 
dementsprechende Maßnahmen wie eine individuelle Dosisanpassung 
oder eine prophylaktische Gabe von NMH erlaubt. 
In der Therapie wird die Asparaginase in einer Dosierung von 200 unit pro 
Kilogramm (U/kg), was einer Konzentration von 6000 U/m2 entspricht, 
verabreicht. Die Dosierung kann auf 1000 U/kg, über 1500 U/kg oder noch 
höheren Dosen gesteigert werden. Die dazugehörigen errechneten 
Plasmaaktivitäten würden bei 5 U/ml, 25 U/ml oder > 25 U/ml liegen 
(Athale & Chan, 2003). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die 
vorliegende Arbeit beweist, dass es möglich ist, den Blutgerinnungsstatus 
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eines individuellen Patienten in Bezug auf die folgende Asparaginasegabe 
in vitro festzustellen. Man könnte dem Patienten vor der Therapie gegen 
ALL oder NHL Plasmaproben entnehmen, sie in vitro mit dem jeweiligen 
Asparaginasepräparat in unterschiedlichen Konzentrationen versetzen 
und anschließend analysieren, welche Auswirkungen sie auf den 
Patienten ausüben. Mit solch einem Test könnte die individuelle Antwort 
des Gerinnungssystems eines Patienten auf jedes Medikament im Voraus 
überblickt werden, was derzeit nicht möglich ist (Payne & Vora, 2007). 
Es bestünde die Möglichkeit, Patienten mit einem Risiko für pathologisch 
gesteigerte oder pathologisch abfallende plasmatische Thrombin-
Generierung, die in Thrombosen und Blutungen enden können, vor  
der Zytostatikatherapie zu identifizieren und dementsprechend entgegen-
zusteuern. 
Patienten mit einem erhöhten Risiko für Asparaginase-induzierte 
Thrombosen könnten mit prophylaktischen bis therapeutischen Dosen an 
niedermolekularen Heparinen vorbehandelt werden. Eine prophylaktische 
Dosis > 0,2 IU/ml wäre angebracht, eventuell in Kombination mit 
Antithrombin 3 (Gugliotta, et al., 1990). Die individuelle adäquate Dosis 
Enoxaparin könnte mit dem EXCA (extrinsic coagulation activity assay) 
bestimmt werden. Ein Zielwert von ca. 20 % der EXCA-Norm wäre hierbei 
von hohem klinischem Interesse (Stief, 2008; Stief, 2012b). 
Darüber hinaus kann mit Bestimmung der IC50-/SC200-Konzentrationen 
die maximal tolerable Dosis der Asparaginase in vivo bestimmt werden, 
die dem Patienten während der Therapie problemlos verabreicht werden 
könnte. 
Wenn mehrere unterschiedliche Asparaginasepräparate zur Verfügung 
stehen, sollte man sich darüber Gedanken machen, welches Präparat 
man einsetzt. Der behandelnde Arzt könnte eine Präparation bevorzugen, 
die nur eine leichte Steigerung der Thrombin-Generierung auslöst, im 
Gegensatz zu einer, die zu drastischen Anstiegen der Thrombin-
Generierung führt. Zudem sollte beim Wechsel von einer alten auf eine 
neue Charge Asparaginase der Gerinnungsstatus und die zu 
verabreichende Dosis unbedingt kontrolliert werden, da sich markante 
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Unterschiede zwischen den beiden hier untersuchten nativen E. coli 
Asparaginasepräparaten gleicher Produktart zeigten. 
Perspektivisch ist folglich zu empfehlen, die individuelle Antwort eines 
Patienten auf eine bestimmte Asparaginasepräparation vor und während 
seiner Therapie durch den hier beschriebenen RECA Test zu analysieren. 
Somit könnte zukünftig die Therapie individuell auf die Patientenbe- 
dürfnisse abgestimmt und eine Verbesserung des Therapieergebnisses 
erzielt werden. 
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6. Zusammenfassung 
Das bakterielle Enzym Asparaginase ist ein sehr effektives Zytostatikum in 
der Therapie lymphoproliferativer Erkrankungen. Die Eigenschaft des 
Enzyms, die plasmatische Blutgerinnung zu verändern, ist eine bekannte 
klinische Komplikation. Nebenwirkungen der Asparaginase können sowohl 
Blutungen als auch disseminierte intravaskuläre Thrombosen sein. 
Das Ziel der vorliegenden laboranalytischen Arbeit war es, die 
Auswirkungen unterschiedlicher Asparaginasen auf die plasmatische 
intrinsische Thrombin-Generierung in 118 individuellen normalen 
Plasmaproben mittels eines neuen hochsensitiven, hochspezifischen 
Thrombin-Generierungstests, dem „recalcified coagulation activity assay“ 
(RECA) zu bestimmen.  
Für die Versuche wurden drei verschiedene Asparaginasen verwendet; 
zwei native E. coli Asparaginasen, die sich nur in ihrem Herstellungs- 
datum unterschieden (alte Charge/neue Charge) und eine modifizierte 
Form der Asparaginase, die Polyethylenglykol (PEG)-Asparaginase, eine 
E. coli Asparaginase gekoppelt an Polyethylenglykol.  
Mit Hilfe des RECA wurden die Auswirkungen (besonders die 
prothrombotische) der jeweiligen Asparaginasepräparation auf die 
plasmatische Gerinnung ermittelt. Dafür wurde für jedes normale Plasma 
die approximative 200 % stimulatory concentration (approx. SC200) oder 
die approximative 50 % inhibitory concentration (approx. IC50) bestimmt. 
Die approx. SC200 ist die Asparaginasekonzentration, bei der 200 % der 
Thrombin-Generierung von unsupplementiertem Plasma erreicht werden. 
Die approx. IC50 ist die Asparaginase-Konzentration, bei der nur noch 
50 % der Thrombin-Generierung von unsupplementiertem Plasma erreicht 
werden. 
Die supplementierten Plasmen verhielten sich prokoagulatorisch, 
antikoagulatorisch oder Gerinnungs-resistent hinsichtlich der Hämostase-
modulierenden Eigenschaft der Asparaginase. Bei der alten Charge 
Asparaginase zeigten alle Proben uneingeschränkt ein prothrombotisches  
Verhalten mit approx. SC200-Werten von 5,8 ± 5,4 U/ml (Mittelwert ±  
1 Standardabweichung; Bereich: 1 - 25 U/ml).  
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Im Gegensatz dazu demonstrierten bei der neuen Charge nur 51 % der 
untersuchten Plasmen ein prothrombotisches Verhalten, 24,5 % besaßen 
eine Kombination aus IC50 und SC200 (abhängig von der Gerinnungs-
Reaktions-Zeit), 21 % der Proben verfügten über eine alleinige IC50 
(Mittelwert = 6 U/ml) und 3,5 % der Plasmen erwiesen sich als gerinnungs- 
modulationsresistent.  
Dies bedeutet, dass die neue Charge Asparaginase im Vergleich zur alten 
weniger thrombogen wirkt. Hingegen deuten die ermittelten IC50-Werte 
jedoch an, dass die neue Charge empfindliche Plasmen stark  
antikoagulieren könnte.  
Die PEG-Asparaginase als modifizierte Form der nativen E. coli 
Asparaginase wird als weniger nebenwirkungsreich beschrieben. 
Hinsichtlich der Gerinnung ergab sich jedoch kein signifikanter 
Unterschied zwischen der nativen E. coli Asparaginase und der PEG-
Asparaginase. Beide modulierten gleichermaßen die Gerinnung. Die 
approx. SC200-Werte von beiden Asparaginasen korrelierten mit einem 
Korrelationskoeffizienten größer 0,9. Diese hohe Korrelation und die 
ähnlichen Durchschnittswerte verdeutlichen, dass sich die (teurere) PEG-
Asparaginase bezüglich der plasmatischen Thrombin-Generierung ähnlich 
wie die native E. coli Asparaginase verhielt. 
Die Ergebnisse zeigen, dass das Hämostase-System jedes Patienten 
individuell empfindlich auf die jeweilige Asparaginasepräparation reagiert. 
Mit Hilfe des RECA kann die individuelle prothrombotische Antwort  
des intrinsischen Gerinnungssystems jedes einzelnen Patienten auf 
Asparaginase vor Gabe bestimmt werden. Es sollte der differenzierte 
Gerinnungsstatus des individuellen Patienten und seine Veränderung 
durch Asparaginase in vitro vor und während der Therapie ermittelt 
werden. So kann insbesondere eine prokoagulatorische Tendenz des 
Zytostatikums auf das Patientenplasma diagnostiziert werden. Dies 
erlaubt vor Asparaginase-Gabe Risikopatienten zu erkennen und ggf. mit 
niedermolekularem Heparin prophylaktisch stärker entgegenzusteuern.  
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8. Anhang 
Tabellarischer Lebenslauf 
Persönliche Daten 
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Geboren am:    14.04.1986 in Bottrop 
Familienstand:   ledig 
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Schulbildung  
 Grundschule:   Goetheschule Bottrop (1992 - 1996) 
 Gymnasium:   Heinrich-Heine Gymnasium (1996 – 2005) 
 Schulabschluss:   Abitur am Heinrich-Heine Gymnasium Bottrop  
(25. Juni 2005)          
 
Hochschulstudium  
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 Universität:   Philipps-Universität Marburg 
 Studienbeginn:  Wintersemester 2005/06 
 Abgelegte Prüfungen: 1. Staatsexamen (Physikum)  
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